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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen immunogenen Antikoiper, der mindestens zwei verscheidene Epitope eines 
Tumor -assoziierten Antigens aufweist 



WO 03/097663 



PCT/AT03/00142 



Immunogener, monoklonaler AntikSrper 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale Antikorper, die 
zur Hers t el lung von Tumor impf stof f en geeignet sind, sowie ein 
Verfahren zur Immunogenisierung von Tumor- assoziier ten Antigen- 
en. 

Krebszellen haben praktisch immer, neben anderen physio logischen 
Eigenheiten, die sie von normal en Z ell en unterscheiden, eine 
veranderte Art der Glykosylierung (Glycoconj . J. (1997), 14:569; 
Adv. Cancer Res. (1989), 52:257; Cancer Res. (1996), 56:5309). 
Obwohl die Veranderungen von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich 
sind, kaxm man feststellen, dass eine veranderte Glykosylierung 
typisch ftir Krebszellen ist, in den meisten Fallen wird die ver- 
anderte Glykosylierung an der Oberf lache der Z ell en in Form von 
Glykoproteinen und Glykolipiden prasentiert. Diese veranderten 
Zuckerstrukturen kCnnen daher als Tumor-assoziijerte Antigene 
(TAA) bezeichnet werden, die in vielen Fallen ausreichend genug 
tumorspezifisch. sind, d.h. sie kommen in "normalen" Zellen 
selten vor. In vielen Fallen erzeugen die Zellen, und audi die 
Tumorzellen keine einheitliche Glykosylierung, d.h. es existie- 
ren verschiedene Glykoforxaen von komplexen Glykan-Ketten auf 
einer Zelle (Annu. Rev. Biochem. (1988), 57:785). 

Beispiele fur Tumor-ass oziierte Kohlenhydratstrukturen sind die 
Lewis -Anti gene, die vers t ark t in vielen epithelial en Krebsarten 
exprimiert werden . Dazu gehfiren Lewis x~ , Lewis b- und Lewis y- 
Strukturen, sowie sialylierte Lewis x-Strukturen . Andere Kohlen- 
hydrat -Anti gene, sind GloboH-Strukturen, KHl, Tn-Antigen, TF- 
Antigen, das alpha-1 , 3 -Galactosyl -Epi top (Elektrophoresis 
(1999), 20:362; Curr, Pharmaceutical Design (2000), 6:485, Neo- 
plasma (1996), 43:285), 

Andere TAA sind Proteine, die auf Krebszellen besonders stark 
exprimiert werden, wie z.B. CEA, TAG-72, MUCl, Folate Binding 
Protein A-33, CA125,EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, etc. (Sem. Can- 
cer Biol . (1995), 6:321). 

Ein Ansatz, Tumorzellen relativ spezifisch zu zerstSren, ist die 
passive Immuntherapie mit AntikOrpern, die gegen TAA gerichtet 
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sind (Immunology Today (2000), 21:403-410; Curr. Opin. Immunol. 
(1997), 9:717). 

Ein anderer Ansatz, Tumorzellen zu zerst5ren, 1st eine active 
Imp fiing, die eine Immunantwort gegen TAA auslSst. Diese Immun- 
antwort ist somit auch gegen die entsprechenden Tumor z ell en 
gerichtet (Ann, Med, (1999), 31:66; Immunobiol . (1999), 201:1). 

Im Fall einer aktiven Immuixisierung ist die schwa che Immunogenic 
tat der Antigene ein grofies Problem. Kohlenhydrate sind sehr 
kleine Molektile und werden daher vom Immunsystem nicht direkt 
erkannt. Kohlenhydrate und Polysaccharide werden allgemein als 
Thymus -unabhangige Antigene betrachtet. Konjugation von immuno- 
logisch inert en Kohlenhydratstrukturen mit Thymus -abhangi gen An- 
tigenen, wie Proteinen, verstarken ihre Immimogenitat . Impf- 
stoffe, die auf tumor-assoziierten Kohlenhydrat-Strukturen 
basieren, werden daher an sogenannte "Tragermolekiile" gekoppelt, 
urn die Immunogenitat zu erhOhen (Angew. Chem. int. Ed. (2000), 
39:836). Als TrSgermolektile dienen oft Proteine, wie bovines 
Serumalbumin oder KLH {Keyhole Limpet Hemocyanin) . Das Protein 
stimuliert dabei die Trager-spezif ischen T-Helf er-Zellen, die 
dann eine Rolle bei der Induktion der anti-Kohlenhydrat-Anti- 
kSrper^Synthese spiel en (Contrib. Microbiol. Immunol- (1989), 
10:18) . 

Dariiber hinaus sind sowohl die Kohl enhydrat -Anti gene als auch 
die Protein-Antigene auch auf gesunden Geweben (zumindest in 
bestimmten Entwicklungsstufen des Organismus) vorhanden und wer- 
den deswegen vom Immunsystem als autologes Material erkannt - 
dadurch gibt es in der Kegel keine Immunantwort gegen diese 
kSrpereigenen Molekiile. 

Eine weitere MQglichkeit , auch die Qualitat der Immunantwort auf 
Kohlenhydrate zu verbessern, ist die Immunisierung mit sogenann- 
ten "Mimotopen" , die keine Kohlenhydrate sind (z.B. Peptide; 
Nat. Biotechnol. (1999), 17:660; Nat. Biotechnol . (1997), 
15 : 512) . 



Tumor- as soziierte Proteine sind schwach immunogen, werden aber 
trotzdem als Intpf stoffe in Betracht gezogen (Ann. Med. (1999) , 
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31:66; Cancer Immunol. Immunother, (2000), 49:123; US-Patent 
5994523) . Eine Miiglichkeit , die "Selbst"-Erkennung von bestimm- 
ten TAA zu umgehen, ist die Verwendung von antiidiotypischen 
Antikorpern als Immune gen, die die Struktur des TAA nachahmen 
und so eine Immunantwort auslSsen, die aucli mit dem TAA reagiert 
(Cancer Immunol .Immunother . {2 000), 49:133). Es gibt noch andere 
MSglichkeiten, die Selbst-Toleranz gegenuber bestimmten Prote- 
inen zu durchbrechen, wie z*B* die Fusion des TAA mit bestimmten 
fremden Proteinseqaenzen (US 5,869,057, US 5,843,648 und US 
-6,069,242) oder uber entsprechende Presentation durch Antigen- 
prasentierende Zellen (Immunobiol . (1999), 201:1), 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Vermeidung der Nach- 
teile der im Stand der Technik beschxiebenen Tumorvakzine und 
entsprechend eine verbesserte Tumorvakzine zur Verfttgung zu 
stellen, die eine effiziente Immunantwort gegen Tumorzellen her- 
vorruf t . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi durch einen immunogenen Anti- 
kSrper gelSst, der mindestens zwei verschiedene Epitope eines 
Tumor - as soziier ten Antigens aufweist . Der immunogene AntikSrper 
bat vorzugsweise eine definierte Spezifitat, und ist insbeson- 
dere ein monoklonaler AntikSrper und/oder zumindest teilweise 
synthetisiert , 

Unter dem Begriff ff immunogen u sind alle Struktur en zu versteben, 
die zu einer Immunantwort in einem spezifischen Wirts system 
ftihren. Beispielsweise wirkt ein muriner AntikSrper oder Frag- 
ment e dieses AntikSrpers sehr stark immunogen im menscblichen 
Organismus, eine Wirkung, die durch die Kombination mit Adju- 
vantien noch verst&rkt werden kann. 

Ein immunogener AntikSrper gemSE der vorliegenden Erfindung kann 
durch seine Spezifitat oder seine Struktur immunogen wirken. Be- 
vorzugt kann der erf indungsgemafie immunogene AntikSrper auch im 
denaturierten Zustand oder als Konjugat mit ausgewahlten Struk- 
tur en oder Tragerstof f en Immunogenitat induzieren. 

Der Begriff „Epitop" definiert jede Region innerhalb eines Mole- 
ktils, die durch einen spezifischen AntikSrper erkannt werden 
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kann Oder die die Bildung dieser spezif ischen Antik5per indu- 
ziert. Epitope kOnnen Konf ormat ions -Epitope Oder lineare Epitope 
sein. 

Die Epitope imitieren oder umfassen vor all em DomSnen eines 
natlir lichen, homologen oder derivatisierten TAA. Diese sind zu- 
mindest durch ihre Primarstruktur und eventuell Sekundarstruktur 
mit den TAA vergleichbar • Die Epitope konnen sich aber auch von 
den TAA darin vOllig unterscheiden, und rein durch die Ahnlich- 
keit von raumlichen (Tertiar-) Strukturen Bestandteile eines 
TAA, vor allem proteinarer bzw. Kohl enhydrat - Ant igene nachahmen* 
Allein die TertiSrstruktur eines Molekiils kann somit ein Mimik 
("immunological imitation"; wie z.B. in der WO 00/73430 of fen- 
bar t) bilden, das die Immunantwort gegen ein bestimmtes TAA her- 
vorruf t , 

In der Regel ist davon auszugehen, dass unter einem Antigen, das 
ein proteinSres Epitop eines Tumor- as soziier ten Antigens imi- 
tiert, ein Polypeptid von mindestens funf Aminos 3Lur en zu verste- 
hen ist. 

Unter den Epitopen des erf indungsgemSKen AntikOrpers findet sich 
vorzugsweise mindestens ein Epitop eines Antigens ausgesucht aus 
der Gruppe der Peptide oder Proteine, insbesondere EpCAM, NCAM, 
CEA und T-Zell Peptide, welche vorzugsweise von Tumor-assoziier- 
ten Antigenen abgeleitet sind, weiter der Kohl enhydr ate, ins- 
besondere Lewis Y, SialylTn, Globo H, und der Glycol ipide, ins- 
besondere GD2, GD3 und GM2 * Bevorzugte Epitope sind von Antigen- 
en abgeleitet, die spezifisch fur epitheliale Tumoren sind und 
etwa vermehrt bei Brustkrebs, Krebs des Magen und Darms, der 
Prostata, Pankreas, Ovarien und der Lunge vorkomrnen. Unter den 
bevorzugten Epitopen sind diejenigen zu finden, welche vor allem 
eine humoral e Immunantwort, also eine spezif ische AntikGrper- 
bildung in vivo hervorruf en. Der erf indungsgemafie immunogene An- 
tikGrper kann vorzugsweise auch eine T-Zell spezif ische Immun- 
antwort aus 16s en, wodurch als Reaktion auf die Verabreichung des 
AntikOrpers nicht nur AntikSrper beispielsweise der IgM-Klasse 
gebildet werden, sondern auch der IgG-Klasse. 



Alternativ kSnnen speziell auch diejenigen Antigene als Epitope 
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im Sinne der Erfindung ausgew&hlt werden, welche eine T-Zell- 
spezifische Immunantwort generieren. Daruiiter sind vor allem 
auch intrazelluiare Strukturen bzw. T-Zell Peptide zu finden. 

Weiter bevorzugte proteinare Epitope, die besonders auf Krebs- 
z ell en soli der Tumor en exprimiert werden, sind z.B. TAG-72, 
MUCl, Folate Binding Protein A~33, CA125, HER-2/neu, EGF-Rezep- 
toren, PSA # MART etc. (s. z.B. 3em. Cancer Biol* 6 (1995), 321), 
We iters konnen auch sogenannte T-Zell-Epitop-Peptide (Cancer 
Metastasis Rev, 18 (1999), 143; Curr. Opin. Biotechnol. 8 
(1997), 442; Curr. Opin. Immunol. 8 (1996), 651) oder Mimotope 
solcher T-Zell-Epitope (Curr. Opin. Immunol. 11 (1999), 219; 
Nat. Biotechnol. 16 (1998), 276-280) dienen. Geeignete Epitope 
werden zumindest in 2 0%, vorzugsweise mindestens in 30% der 
Falle von Tumor zellen einer bestimmten Krebsart exprimiert, 
weiter bevorzugt in zumindest 40%, insbesondere in zumindest 50% 
der Pat lent en. 

Erf indungsgema£ bevorzugte Kohl enhydrat- Epitope sind Tumor- as - 
soziierte Kohlenhydratstrukturen, wie die Lewis -Anti gene, z.B. 
Lewis x-, Lewis b- und Lewis y-Strukturen, sowie sialylierte 
Lewis Strukturen. Welters sind auch GloboH- Strukturen, KH1, 
Tn- Antigen, besonders bevorzugt SialylTn- Antigen, TF -Anti gen, 
das alpha-l-3,Galactosyl-Epitop bevorzugte Kohl enhydrat -Ant igen- 
Strukturen im Rahmen der vorliegenden Erf indung. 

In einer besonderen Aus f iihrungs f orm werden am erf indungsgemaSen 
Antikorper zumindest zwei gleiche oder verschiedene Epitope 
eines Adhasionsproteins, etwa eines homophilen zellularen Mem- 
branproteins , wie EpCAM, vorgesehen bzw. imitiert. Somit kann 
durch die aktive Immunisierung eine Vielzahl von Antikorpern mit 
Spezifitat fur dasselbe Molekul, aber unterschiedlichen EpCAM- 
Bindungsstellen generiert werden. 

Der erf indungsgem&Se Antikorper kann aber auch als glykosilier- 
ter AntikSrper zur Verfiigung gestellt werden, wobei die Glyko- 
silierung selbst auch ein Epitop eines Kohl enhydrat- Epitopes 
eines TAA imitieren kann. 

In einer besonderen Aus fiihrungs form sind mindestens zwei ver- 
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schiedene Epitope vorgesehen bzw, imitiert, wobei mindestens ein 
Epitop aus der Gruppe der Peptide Oder Proteine und mindestens 
ein Epitop aus der Gruppe der Kohlehydrate stammt. Es hat sich 
herausgestellt, dass ein Epitop eines EpC AM- Proteins und ein 
Epitop eines Kohleaahydratbestandteils, etwa von Lewis Y, Oder 
SialylTn, bevorzugt kombiniert werden, Insbesondere stellt ein 
Lewis Y-glycosilierter AntikSrper mit einer Spezif itat fur eine 
EpCAM-Struktur ein besonders gutes Iinmunogen in einer Impf stof f- 
Formulierung dar, Dieser Antikfirper kann besonders gut zelluiare 
Tumor ant i gene nachahmen, und bewirkt dement sprechend die gewun- 
s elite Immunantwort zur Inhibition von epithelial en Tumor z ell en, 

Bevorzugt wirkt der erf indungsgemafie immunogene Antikorper als 
Antigen-Trager, beispielsweise eines proteinSren Antigens, im 
Inrpfstoff. Das heiEt, der erf indungsgemaSe AntikSrper stellt ein 
multivalentes Antigen dar, beispielsweise ein bi-, tri- Oder 
polyvalentes Antigen, Die Epitope werden so prasentiert, dass 
der Impf stof f eine Immunantwort gegen diese Epitope hervorruft, 
Damit wird ein Inrpfstoff zur Verfugung gestellt, der einen Anti- 
korper als ein di-, tri- Oder polyvalentes Antigen enthalt, 

Der erf indungsgemaJ&e Antikorper wird vorwiegend zur aktiven Im- 
munisierung eingesetzt, und daher nur in geringen Mengen verab- 
reicht. So werden etwa keine besonderen Nebenwirkungen erwartet, 
auch wenn der erf indungsgemSEe AntikSrper von einer nicht-huma- 
nen Spezies abgeleitet ist, wie etwa ein muriner AntikSrper, Es 
wird jedoch angenornmen, dass ein rekombinanter , chimSrer, sowie 
ein mit murinen und menschlichen Bestandteilen kombinierter , hu- 
man! si erter oder humaner AntikSrper fur die Verabreichung am 
Menschen besonders vertraglich ist- Andererseits kann ein muri- 
ner Anteil im erf indungsgemafien Antikorper durch seine Fremd- 
artigkeit die Immunantwort im Menschen noch zusatzlich provozie- 
ren. 

Bevorzugt e primare Funktion des erf indungsgemaBen immunogenen 
Antikorpers ist das PrSsentieren der Epitope, Die spezif ische 
Erkennung des Tumor- assoziier ten Antigens bzw, der Tumor- ass o- 
ziierten Antigene, deren Epitope er aufweist / ist nicht unbe- 
dingt notwendig, er kann aber zusatzlich spezif is ch an ein Epi- 
top binden und gleichzeitig ein Epitop prasentieren. 
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Obwohl natiirlich ein erf indungsgemafier Antikorper von einem 
nativen AntikSrper abgeleitet sein kann, der eventuell aus einem 
Organi sinus oder Pat lent en isoliert wurde, wird ublicherweise ein 
AntikSrper-Derivat eingesetzt, das bevorzugt aus der Gruppe der 
AntikQrper-Fragmente, -Kon jugate Oder -Homologe, aber auch 
Komplexe und Adsorbate ausgesucht ist- Jedenfalls ist es bevor- 
zugt, dass das Antikorper-Derivat zumindest Teilen des Fab-Frag- 
ment es enthait, bevorzugt gemeinsam mit zumindest Teilen des 
F(ab') 2 Fragmentes, und/oder Teilen der hinge Region und/oder des 
Fc-Teils eines lambda oder kappa AntikCrpers- 

Weiter kann auch ein einkettiges Antikfirper-Derivat , etwa ein 
sogenannter "single chain" Antikorper als Trager der Epitope im 
Sinne der Erfindung herangezogen werden. Der erf indungsgemSEe 
AntikOrper ist vorzugsweise von der Art eines Ixnmunglofoulins , 
etwa eines IgG, XgM oder IgA, 

Am erfindungsgemafien AntikGrper kSnnen zusStzlich noch andere 
Stoffe kovalent in der Molekulstruktur enthalten sein, wie Pep- 
tide , Glycopeptide, Kohl enhydr ate, Lipide oder Nukleins&uren, 
aber auch ionische Gruppen, wie Phosphatgruppen, oder auch Tra- 
germolekttle, wie Polyethylenglycol oder KLH. Diese Seitengruppen 
konnen unter UmstSnden selbst Epitope eines Tumor- assoziier ten 
Antigens im Sinne der vorliegenden Erfindung repr&sentieren, 

Es ist bevorzugt einen monoklonalen Antikorper erf indungsgemafi 
zur Verftigung zu stellen, der selbst, als abl, eine Spezifitat 
fiir ein TAA aufweist, sodass der AntikOrper unter Umstanden 
direkt an eine Tumor z el le oder des sen Deri vat binden kann. Dies 
soli die Immunantwor t , gegebenenf alls am Ort eines Tumors oder 
einer disseminierten Tumorzelle, entsprechend lokalisieren . Die 
Spezifitat des Antikbrpers ist bevorzugt gleichermaSen aus den 
oben erwStmten Gruppen der TAA ausgewShlt, insbesondere ausge- 
sucht aus der Gruppe der EpCAM, NCAM, CEA, Lewis Y und SialylTn 
An ti gene. 

Ein besonders gutes Immunogen fur EpCAM ist etwa ein ant i -EpCAM 
Antikorper, der zumindest ein oder mindestens zwei EpCAM Epitope 
imitiert bzw. aufweist, etwa durch des sen EpCAM -ahn lichen Idio- 
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typ. Bin derartiger Antikfirper ist etwa von einem anti-EpCAM An- 
tikorper aus der WO 00/41722 abgeleitet. 

In einer alternativen Aus fiihrungs form kann der erf indungsgemSfie 
Antikfirper aber auch derart gew&hlt sein, dass er einen Anti- 
kfirper spezifisch bindet. In der erf indungsgem&Gen Tumorvakzine 
werden insbesondere anti-idiotypische Antikfirper, also ab2, zur 
aktiven Immunisierung bevorzugt eingesetzt. Diese Antikfirper 
kfinnen mit zusatzlichen Sequenzen bzw. Strukturen ausgestattet 
werden, urn ein erf indungsgemSfies Immunogen zu erhalten. Er fin- 
dungs gemafie anti-idiotypische Antikfirper erkennen bevorzugt wie- 
der den Idiotyp eines Antikfirpers, der gegen ein TAA gerichtet 
ist. Damit wird schon ein Epitop eines TAA am Paratop des anti- 
idiotypischen Antikfirpers als Mimik fur das TAA ausgebildet. 
Auch hier wird die Auswahl der Epitope bevorzugt aus den oben 
erwShnten Gruppen der TAA vor genommen . Beispielhaft wird ein 
anti-idiotypischer Antikfirper gegen Glykan-spezif ische Antikor- 
per eingesetzt, etwa ein anti-idiotypischer Antikfirper, der den 
Idiotyp eines anti-Lewis Y Antikfirpers erkennt, z.B. wie in der 
EP 0 644 947 beschrieben. 

Der erfindungsgem&Ke immunogene Antikfirper eigne t sich vor all em 
als Basis far pharmazeut ische PrSparationen, insbesondere von 
Impfstof fen. Bevorzugt sind pharmazeut ische Praparationen, 
welche einen pharmazeutisch akzeptablen Trager en thai ten, Dieser 
umfasst beispielsweise Hilfsstoffe, Puffer, Salze, Konservie- 
rungsmittel. Die pharmazeut ischen Praparationen kfinnen z. B. zur 
Prophylaxe und Therapie von Krebs-assoziierten Krankheitszu- 
stfinden, wie der Metastasenbildung von Krebspatienten eingesetzt 
werden, Dabei werden In vivo Oder auch ex: vivo Ant igen-pras en- 
tier ende Z ell en spezifisch moduliert, urn die Immunantwort gegen 
die TAA zu generieren, die der immunogene Antikfirper aufweist. 

Eine erf indungsgemas bevorzugt e Impfstof f-Formulierung enthait 
den immunogenen Antikfirper zumeist nur in geringen Konzentra- 
tionen, etwa in einer immunogenen Menge im Bereich von 0.01 p.g 
bis 10 mg. Je nach Natur des Antikfirpers, sex es durch spezies- 
fremde Seguenzen oder Derivatisierung, aber auch je nach verwen- 
deten Hilfsmitteln bzw. Adj uvantien, wird die geeignete immuno- 
gene Dosis gewahlt, etwa im Bereich von 0,01 \ig bis 750 ug, vor- 
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zugsweise 100 tig bis 500 Ein Depot-Impf stof f , der an den Or- 

ganismus liber einen langeren Zeitraum abgegeben werden soil, 
kaim aber auch weit hiihere AntikOrpermengen enthalten, etwa min- 
destens 1 mg bis zu mehr als 10 mg. Die Konzentration richtet 
sich nach der verabreichten Menge des fltissigen oder suspend! er- 
ten Impf stof f es . Ein Impf stoff wird Oblicherweise in Fertig- 
spritzen mit einem Volumen von 0.01 bis 1 ml, vorzugsweise 0.1 
bis 0.75 ml, zur Verftigung gestellt. Es handelt sich also um 
konzentrierte LSsungen bzw. Suspensionen ♦ 

Der iramunogene AntikSrper wird in dem erf indungsgemafien Impf- 
stoff vorzugsweise in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager 
prasentiert, der sich fur die subkutane, intramuskulare aber 
auch intradermale oder transdermale Administration eignet. Eine 
weit ere Art der Verabreichung funktioniert uber den mucosal en 
Weg, etwa die Vakzinierung durch nasale oder peroral e Verab- 
reichung. Wenn Feststoffe als Hilfsmittel fiir die Impf stof f-For- 
mulierung herangezogen werden, wird etwa ein Adsorbat bzw. eine 
suspend! erte Mischung des Antik5rpers mit den Hilfsmittel verab- 
reicht. In besonderen Ausfuhrungsf ormen wird der Impf stoff als 
L5sung bzw. FHissigimpf stof f in einem wasserigen LGsungsmittel 
dargereicht . 

Vorzugsweise werden Impf einliei ten der Tumor vakzine bereits in 
einer geeigneten Fertigspritze zur Verftigung gestellt. Nachdem 
ein AntikOrper im Vergleich zu den TAA relativ stabil ist, hat 
der erfindungsgemafie Impf stoff den wesentlichen Vorteil, dass er 
bereits als lagers tabile LOsung bzw. Suspension in einer ge- 
brauchsfertigen Form "ready- to -use" in den Verkehr gebracht wer- 
den kann. Ein Gehalt an Konservierungsmittel, wie Thimerosal 
oder andere Konservierungsmittel mit verbesserter VertrSglich- 
keit, ist zwar nicht notwendigerweise erf orderlich, kann aber 
zur 1 anger en Haltbarkeit bei Lager temper a tur en von Ktihlschrank- 
temperaturen bis zu Raumtemperatur in der Formulierung vorgese- 
hen werden. Der erfindungsgemafie Impf stoff kann aber auch in ge- 
frorener oder lyophilisierter Form zur Verftigung gestellt wer- 
den, der bei Bedarf aufgetaut bzw. rekonstituiert werden kann. 



Jedenfalls hat es sich bewahrt, die Immunogenitat des erfin- 
dungsgemafien Antikfirpers durch die Verwendung von Adjuvant ien zu 
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erhOhen, Dafur sind Vakzine -Adjuvant! en der beispielsweise Alu- 
miniuirihydroxid (Alu-Gel) oder -phosphat, z.B. Wachstumsf aktoren, 
Lymphokine, Zytokine, etwa IL-2, IL-12, GM-C3F, Gamma Interfer- 
on, Oder Komplementfaktoren, wie C3d, welter Liposomenberei tun- 
gen oder Lipopolysaccharid aus E. coli (LPS) aber auch Formu- 
lierungen mit zusatzlichen Axitigenen, gegen die das Iimaunsystem 
bereits eine Starke Immunantwort gemacht hat, wie Tetanus-Tox- 
oid, Bakterielle Toxine, wie Pseudomonas -Exotoxins und Derivate 
von Lipid A. 

Zur Impfstof f-Formulierung kfinnen auch weiter bekannte Verfahren 
zur Konjugierung oder Denaturierung von Xmpf stof f-Bestandteilen 
eingesetzt werden, urn die irnmunogenitat des Wirkstof fes noch zu 
erhohen , 

Besondere Ausftthrungsf onnen des erf indungsgemafien Imp f stof fes 
enthalten we it ere Impf ant i gene, insbesondere anti-idiotypische 
AntikOrper, also Mischungen des erf indungsmafien immunogenen An- 
tikorpers mit verschiedenen AntikSrpern, die gleichzeitig verab- 
reicht werden, 

Der erf indungsgemafie immunogene Antikorper eigne t sich auch zur 
Hers t el lung von erf indungsgemafien diagnostischen Mitt ein. So 
kormen etwa Reagenzien en thai tend den immunogenen Antikorper ge- 
meinsani mit weiter en Reaktanden bzw. Detektionsmitteln als dia- 
gnostisches Mittel in Form eines Sets angeboten werden, Ein der- 
artiges Mitt el enthalt bevorzugterweise eine Markierung 
(" label 1 ') zur unmittelbaren Detektion des AntikSrpers bzw. 
dessen Reaktionsproduktes - Das erf indungsgemafie diagnostische 
Mittel wird beispielsweise zur qualitativen und/ oder quant ita- 
tiven Bestimmung von Tumor z ell en bzw. Metastasen oder zur Be- 
st immung eines metastasenbildenden Potentials eingesetzt, wobei 
das Mittel durch eine Immunreaktion oder Immunkontplexbildung 
wirkt , 

Der immunogene Antikorper lasst sich durch ein erf indungsgemSEes 
Verfabren herstellen, welches die folgenden Schritte umfasst: 

a) Bereitstellen eines AntikSrpers, und 

b) Kopplung von mindestens zwei Epitopen eines Tumor -as - 
soziierten Antigens an den Antikorper 
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Alternativ kann das erf indungsgemafie Verfahren bereits von einem 
anti-idiotypischen Antik6rper ausgehen, wobei dann folgende Ver- 
fahrenschritte vorgesehen werden: 

a) Bereits tellen eines AntikSrpers m±t dem Idiotyp sines Tu- 
mor-assoziierten Antigens und 

b) Kopplung von mindestens einem Epitop eines Tumor- as - 
soziierten Antigens an den AntikSrper. 

Die Kopplung wird Oblicherweise durch chemische oder biologi- 
sche, etwa enzymatische, Reaktion vorgenonunen. Bine Verbindung 
eines Antikorpers mit einem Epitop kann aber auch bereits auf 
molekularbiologischer Ebexie erfolgen. Durch Rekombination von 
Nukleinsauren kann bereits ein konjugiertes Produkt exprimiert 
und hergestellt werden. Derartige erf indungsgemaSe Verfahren 
sind durch die Schritte 

a) Berextstellen einer Nukleinsaure kodierend ftir einen An- 
tikfirper mit dem Idiotyp eines Tumor- ass oziier ten Antigens 
und 

b) Rekombinieren der Nukleinsaure mit einer Nukleinsaure, 
die fiir ein Epitop eines Tumor-assoziierten Antigen^ oder 
dessen Mimik kodiert. 

oder 

a) Bereitstellen einer Nukleinsaure kodierend fur einen An- 
tikfirper und 

b) Rekonibinieren der Nukleinsaure mit einer oder mehreren 
Nukleinsauren, die filr mindestens zwei Epitope eines Tumor- 
assoziierten Antigens bzw. dessen Mimik kodiert, 

gekeimzeichnet . 

Der Antikorper, von dem erf indungsgemafi ausgegangen wird, kann 
etwa ein anti-idiotypischer AntikSrper, also ein ab2, sein # 
und/oder auch ein AntikOrper mit einer Spezifitat far ein Tumor- 
assoziiertes Antigen, also ein abl. 



Die Kopplung entspricht einer Konjugierung zu Ausbildung einer 
kovalenten Bindung. Dadurch wird ein Derivat synthetisiert , das 
sich von nativen Antikdrpem unterscheidet . 
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Die erf indungsgemSfie Kombination von zwei in ihrer Natur vollig 
verschiedenen immunogenen TAA-Mimiks ermSglicht uberraschender- 
weise eine aufierst effiziente Immtmisierung gegen Tumor-assozi- 
ierte bzw. Tumor- spe zif is che Strukturen, so dass das korper- 
eigene Immunsystem effizient gegen die jeweiligen Tumor e 
geschtitzt werden kann bzw. gegen diese Tumore ankampf en kann. 

Der erf indungsgernaSe Antikorper fungiert als proteinarer Anti- 
gen-Trager, der beispielsweise mit einem Kohlenhydr at- Antigen 
als Konjugat der vorliegenden Erfindung vorliegt. Gleichfalls 
ist es auch m6glich, mehrere Kohl enhydrat -Anti gene im erfin- 
dungsgemaSen Konjugat vorzusehen. So kSnnen beispielsweise auf 
einem Antikorper mehrere verschiedene Glykane gekoppelt sein, 
die Immunantworten gegen zwei Oder mehrere verschiedene Tumor- 
assoziierte Kohl enhydrat -Strukturen auslQsen. Ein solches Kon- 
jugat kommt in nattirlichen Systemen nicht vor. Die autoantigenen 
Strukturen werden dadurch als fremdartig erkannt, was die Iitimu- 
nogenitat zusStzlich verstarkt. Erf indungsgemag liegt ein sol- 
ches Konjugat daher in einer synthetischen Anordnung vor, die 
weder sterisch noch funktionell natiirlicherweise {d.h. in Tumor- 
zellen) vorkommt • 

Die erf indungsgemafie Kopplung von zwei von ihrer Natur her vol- 
lig unterschiedlichen Strukturen auf einem Molekiil hat neben dem 
Vorteil einer einfachen Formulierung des synthetischen Impfstof- 
fes auch ein sehr viel einfacheres Imp f schema zur Folge, da im- 
mer mit dem gleichen Impfstoff gearbeitet werden kann: Sowohl 
die initial e Impfung, als auch spat ere Boos ter imp fungen werden 
vorzugsweise mit dem gleichen Impfstoff vorgenortimen. 

Des weiteren betriff t die Erfindung ein Verfahren zur Immuno- 
genisierung von Epitopen von Tumor- as soziier ten Antigenen oder 
deren Mimik. Dafiir werden vor allem niedermolekulare Epitope der 
Antigene herangezogen, die fur sich alleine vom Immunsystem der 
saugetiere, insbesondere des Menschen, kaum erkannt werden. Die 
Immunogenisierung erfolgt derart, dass ein Antigen an einem An- 
tikOrper konjugiert wird, wobei der AntikOrper als Trager fun- 
giert. Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren kann eine Vielzahl 
von Epitopen immunogen gemacht werden, insbesondere nattirlich 
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die Epitope der bereits genarmten Auswahl von Antigenen. Der 
erfindungsgemSB hergest elite iinmunogeiie AntikSrper enthalt vor- 
zugsweise das zu inimunogenisierende Epitop und ein wei teres Epi- 
top eines Tumor-assoziierten Antigens, 

Durch die Immunogenisienmg wird ein Material erhalten, das sich 
tiberraschend gut zur Iinmunisierung von Patienten eignet. Das 
er findings gema£ erhaltliche Produkt wird daher vor zugsweise als 
Irnpfstoff zur Verftigung gestellt. 

Verfahren zur Auffindung geeigneter antigener Strukturen, Model - 
lierung und Hers t el lung der von TAA abgeleiteten Peptide, Poly- 
peptide Oder Proteine bzw. daftir kodierende NukleinsSuren, wel- 
ter Lipoproteine, Glycolipide, Kohlenhydrate Oder Lipide sind 
dem Fachmann bekannt und k5nnen dhne unzumutbaren experimental - 
len Aufwand fiir die jeweilige Tumor- spez if ische Struktur zur 
Verftigung gestellt werden. Weiter sind die Verfahren zur Konju- 
gierung eines Proteins mit derartigen Strukturen bekannt , wel- 
che fur das erf indungsgemafie Verfahren geeignet sind. 

Die als Epitop-Mimik gewShlten Kohl enhydr at struktur en kOrmen aus 
natur lichen Oder synthetischen Quel len stamen, wobei die Koh- 
lenhydrate als Glykoproteine bzw. als Glykolipide vorliegen und 
als solche an das entsprechende TrSgermoleklil gekoppelt werden 
konnen . 

Auch die Antik5rper-Bestandteile kfinnen chemisch synthetisiert 
und anschliefiend mit Epitop -Struktur en verbunden werden bzw. ge- 
meinsam synthetisiert werden. Bei einer chemischen Syn these von 
AntikSrper-Tragermolekulen ist es mSglich, an besonderen Stellen 
reaktive Gruppen einzuftihren, urn sowohl das AusmaE der Kopplung 
mit einem Epitop als auch die Art und den Ort der Bindung kon- 
tr oilier en zu konnen. 

Die Antikorper-Trager k5nnen auch gentechnisch als rekombinante 
Molekiile hergestellt werden. Es ist denkbar, diese AntikSrper in 
Wirtszellen zu produzieren, die keine Glykosylierung vornehmen 
(wie z.B. Escherichia coli) . Derartige Polypeptide konnen darm 
chemisch oder enzymatisch mit einem gewunschten Kohl enhy drat -An- 
tigen gekoppelt werden. 
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Es ist aber auch denkbar, dass der AntikGrper^Trager in Zellen 
produziert wird, die das Molektll glykosylieren kSnnen. Die gen- 
technische VerSnderung von NukleinsSuren, die far native Anti- 
korper kodieren, kann etwa bewirken, dass im transla tier ten 
Molekiil entsprechende Glykosylierungsstellen entstehen. 

Eine Glykosylierung eines derartigen rekombinanten Genproduktes 
mit den entsprechenden Tumor-assoziierten Glykanstrukturen kann 
durch Produktion in Zellen erfolgen, die genet isch so vergjidert 
sind, dass sie Pro t eine entsprechend glykosylieren. Solche Zel- 
len konnen natQrliche Xsolate (Zellklone) sein, die durch ent» 
sprechendes Screening auf die gewiins elite Glykosylierung gefunden 
werden konnen . 

Es kGnnen aber auch Zellen der art modifiziert werden, dass sie 
entsprechende Enzyme, die fiir die gewunschte Glykosylierung not- 
wendig sind, so exprimieren, dass eben die gewunschte Glyko- 
sylierung an dem rekombinanten Polypeptid-Trager- Protein zu 
finden ist {Glycoconj . J. {1999} , 16: 81). 

Es ist aber auch moglich, das Glykosylierungsmuster von Prote- 
inen enzymatisch herzustellen, bzw, zu verandern (Clin. Chem. 
Lab, Med. (1998), 36: 373). 

Im erfindungsgemafien inimunogenen AntikGrper konnen die verschie^ 
denen Epitop-Stmkturen uber einen Koppler miteinander verbunden 
sein. Dieser Koppler ist vorzugsweise ein kurzes bifunktionelles 
Molekul, wie z.B. N-Hydroxysuccinimid. Die Kopplung uber Nitro- 
phenyl-aktivierte Zucker ist ebenfalls mfiglich. In einer bevor- 
zugten Ausfiihrungsf orm erfolgt die Kopplung tiber Sulfhydryl- 
Gruppen (Biochim.Biophys . Acta (1983), 761, 152^162). Beispiele 
fur Sulfhydryl-reaktive Linker sind BMH, DFDNB oder DPDPB. 
Gleichwohl kann der Koppler auch durch eine grofiere chemische 
Verbindung als ein einf aches Kopplermolekul verwirklicht werden. 
Voraussetzung ist immer, dass dieser Koppler keinen negativen 
Einfluss auf die immunologischen Eigenschaf ten des Konjugates 
hat, d.h., dass er selbst keine wesentliche Immunogenitat aus- 
lGst. Ein Koppler kann erf indungsgemSE auch durch die chemische 
Umwandlung eines Teiles des Aatikorpers bzw. der zu konjugieren- 
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den Struktur quasi "in situ" hergestellt werden . Dieser am Anti- 
kOrper bzw. an der Epitopstruktur selbst hergestellte Koppler 
kann daim direkt zum jeweils anderen Bindungspartner konjugiert 
werden (z.B. fiber die Amingruppe des Lysins, tiber OH-Gruppen, 
Schwefelgruppen, etc.) . Kopplungsverfahren sind aus dem Stand 
der Technik bekaimt (Anal .Biochem, (1986) 156, 220-222; Proc. 
Natl, Acad -Sci,, (1981), 78, 2086-2089; Biochem.Biophys .Res . 
Comm. (1983), 115, 29-37). 

GemaS einer besonderen Aus fiihrungs form der vorliegenden Erfin- 
dung umfasst der erf indungsgemSfie Antikorper ein NukleinsSure- 
Molekul, das fur ein proteinases TAA als Epi top -Struktur im 
Sinne der vorliegenden Erfindung kodiert, wobei die Nukleinsaure 
kovalent konjugiert ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Set, das geeignet 
zur Tumorvakzinierung ist. Das Set umfasst eine Praparation 
eines erf indungsgemaSen imrnunogenen Antikorpers und eine geeig- 
net e Applikationsvorrichtung, wie z.B. Sprit zen, Infusionsvor- 
richtung, etc. Wenn die KonjugatprSparation in lyophilisierter 
Form vorliegt, enthSlt das Set weiter eine geeignete Rekonstitu- 
ierungslosung, die gegebenenfalls spezielle Stabilisatoren oder 
Rekonsti tuierungsbeschleuniger aufweist * 

Mit der vorliegenden Erfindung, bei welcher der immunogene Anti- 
korper mit mehreren verschiedenen Epi t op- Strukturen, insbeson- 
dere mit der Struktur eines Tumor -ass oziier ten Kohlenhydrat-An- 
tigens, zur Verfugung gestellt werden, ist es mfiglich, eine Im- 
munantwort auszulosen, die zwei oder mehrere Spezifitaten 
besitzt und dadurch eine Tumorzelle mit zwei oder mehreren ver- 
schiedenen Tumor-assoziierten Antigenen bekampft. Dadurch wird 
der Wirkungsbereich der Vakzine verbreitert und spezif ischer 
gestaltet . 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele sowie durch 
die Zeichnungsf iguren nSher erl&utert, ohne jedoch darauf be- 
schrankt zu sein. 

Es zeigen: 
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Fig. 1 die Erkennung der Bispezifitat des Neoglykoproteins HE2- 
LeY durch spezifische AntikOrper; 

Fig. 2 einen Sandwich- ELI 3A mit beschichtetem anti-LeY-AntikSr- 
per urxd Detektion mit anti-HE2-Antikorper ; 

Fig. 3 SDS-PAGE verschiedener Neoglykokon jugate; 

Fig. 4 Immuno- Western Blot von SDS-PAGE verschiedener 
Neoglykokon j ugat ; 

Fig. 5 HE2-ELISA; und 

Fig. 6 DeY-PAA-ELISA. 

Fig. 7 das LDS PAGE. Ein Vergleicli zwischen HE2 (lanes 2-5) und 
demm HE2- SialylTn Kopplungsprodukt (lanes 6-8) zeigt einen kla- 
ren Anstieg im Molekulargewiclit der scliweren Kette. Dies bedeu- 
tet, dass SialylTn erfolgreich an die schwere Kette (50 kDa) des 
HE2 Antikorpers gekoppelt wurde. Zusatzlich zeigt das Auftreten 
einer zweiten Bande (mit geringfiigig hOherem Molekulargewiclit) 
zur 25 kDa Bande, dass auch SialylTn auch teilweise an die 
leichte Kette gekoppelt wurde. 

Fig. 8 den AntikQrper Titer gegen HE2 . Die Induktion der Immun- 
antwort gegen HE2 durch die HE2- SialylTn Multiepitop-Vakzine 
ist vergleichbar mit jener, die durch HE 2 hervorgeruf en wird. 

Fig. 9 den SialylTn- PAA ELISA 

Fig. 10 die EpCAM Af fini tats chroma tographie. Die Ergebnisse zei- 
gen, dass die Bindung der durch die HE2- SialylTn Vakzine indu- 
zierten AntikSrper gegen EpCAM im Serum nach der Immunisierung 
vergleichbar ist mit jener von HE2 . 
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Beispiel e; 

Beispiel Is Kopplung eines Lewis Y-Kohleiihydrates an 
eizien EpCAM-spezif ischen Antikdrper 

Der Antikorper HE2 ist in der Pat entanmel dung WO 00/41722 be- 
schrieben und hat die Eigenschaf t, bei entsprechender Immuni- 
sierung eine Immunantwor t , die an Tumor zellen bindet, liervor- 
zurufen. Ein synthetisch hergest elites Lewis Y-Kohlenhydrat- An- 
tigen wird erf indungsgemaE an HE2 gekoppelt. Im vorliegenden 
Beispiel erfolgt die Kopplung chemiscli: 

Der Antikbrper HE2 wird in einem geeignetem Puffer (100 iriM 
Natrium- Phosphatpuffer mit 150 mM NaCl, pH 8,5) mit N-Hydroxy- 
succinimid aktiviertem synthetischen Lewis Y-Tetrasaccharid 
(Syntesome GmbH, Miinchen, Deutschland) gekoppelt. 

K-Hydroxysuccinimid-aktiviertes Lewis Y-Tetrasaccharid wird in 
N,N-Dimethylf ormamid gelQst (100 mg/ml) und tropfenweise zur 
HE2- AntikSrperlosung in entsprechendem Puffer (100 mM Natriuin- 
Fhosphatpuf f er mit 150 mM NaCl, pH 8,5) zugesetzt und bei 4°C 
mindestens 2,5 Stunden geschiittelt . Das AusmaE der Glykosylie- 
ning des Antikorpers mit Lewis Y lasst sich durch die Walil des 
molar en ttberschusses an aktiviertem Zucker sowie der Konz en t ra- 
ti on der antikorperhaitigen Losung (1-10 mg/ml) steuern. Ftir 
Vergleichszwecke werden zwei verschiedene Reaktionsansatze durch 
Variation des molaren tiberschusses (Sfach bzw, 15fach) an akti- 
viertem Zucker hergestellt : "Neoglykoprotein I" mit niedrigerem 
Kohl enhy drat ant eil und "Neoglykoprotein II" mit hoherem Kohlen- 
hydratanteil . 

Die Bispezifitat des Neoglykoproteins lasst sich mit verschie- 
denen Immunol ogischen Methoden {ELISA oder Western Blotting mit 
Antikorpern, die gegen die Lewis Y-Determinante oder gegen HE2 
ger ichtet s ind) nachweis en * 
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Direkter ELISA: 



HE2, HE2- Lewis Y-Neoglykoprotein oder LeY-PM (Polyacrylamid- 
gekoppeltes Tetrasaccharid, Syntesome 045- PA) wird in Beschich- 
tungs-Puf fer (15 mM Na 2 C0 3 , 5 inM NaHC0 3 , 3iriM NaN 3 , pH 9,6) 
gel 5s t {10 \xg/ml) und auf eine Mikrotiterplatte (Nunc, Danemark, 
Maxisorb) gebunden (1 Stunde bei 37°C, 100 yJL/well) . Nach drei- 
maligem Waschen der Mikrotiterplatten mit Waschpuffer (2% HaCI, 
0,2% Triton X-100 in PBS; 200 wird mit 5% fStalem Kalber- 

serum in PBS (138 mM NaCl, 1,5 mM KOK, 2 # 7 mM KCl, 6,5 inM 
Na 2 HP04, pH 7,2; 200 blockiert (30 Minuten bei 37°C) und 

anschliefiend - nach wiederholtem Was Chen - mit spezif ischem 
anti -Lewis Y-Antik5rper {human) oder Ziegen-anti-HE2-Antikfirper 
(1 ug/ml gelSst in Verdilnnungspuf f er : 2%FCS in PBS; 100 ill) eine 
halbe Stunde bei 37 °C inkubiert, Nicht gebundene Antikorper wer- 
den durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer entfemt. Die ge- 
bundenen Antikorper werden mittels HRP-Konjugat , welches spezi- 
fisch fur den jeweiligen Detektions -Antikorper ist (Ziegen an- 
ti -hixman igG+A+M HRP von Zymed (USA) fair anti- Lewis Y- Antikor- 
per; Maus anti-Ziegen IgG HRP (Axell, USA) fiir anti-HE2 Antikfir- 
per, 1 iig/ml, 100 p.1) , detektiert (30 Minuten bei 37°CK Nach 
anschlieSendem Waschen (3x mit Waschpuffer und lx mit Farbepuf- 
fer) wird durch gebundenes HRP-Konjugat die FSrbung von 100 ill 
Orthophenylendiamin-Dihydrochlorid-LoSTong (Sigma, USA; gel 5s t in 
Farbepuffer und aktiviert it H 2 0 2 ; 30%, Merck, Deutschland) ein- 
geleitet und die Farbentwicklung wird mit 15% Schwef elsaure 
(50 p.1) gestoppt. Auf einem Mikropl at ten- Photometer (Labsystem, 
Model 1 Nr. 354) wird die entwickelte Ext ink t ion bei 492 run 
gemessen, die Ref erenzwellenlSnge betrSgt 620 nm, 

Nach einem weiteren Waschschritt mit Farbepuffer (24,3 mM Zitro- 
nensaure, 51,4 mM Na 3 HP04, pH5) . 

In Figur 1 sind die Ergebnisse dargestellt: Beide Neoglykopro- 
teine haben beide Spezif itaten (HE2 und Lewis Y) , Neoglykopro- 
tein II ist starker funktionell glykosyliert als Neoglykoprotein 
I und gibt daher ein hSheres Signal mit dem anti -Lewis Y- Anti- 
korper . 
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Humaner Anti-Lewis Y-Antikorper (10 ug/ml gelost in Beschich- 
tungs-Puffer; 100 ul) wird auf eine Mikrotiterplatte (Nunc, 
Maxisorb) unspezifisch gebunden (1 Stunde Inkubation bei 37 °C) , 
nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (200 ul) mit 5% fotalem 
Kalberserum in PBS (200 ul) blockiert (30 Minuten bei 37°C inku- 
bieren) und mit HE2- Lewis Y-Neoglykoprotein I und II sowie HE2 
als Kontrolle in verschiedenen Konzentrationen (1,25 - 7,63xl0~ 6 
ug/ml; 100 ul) 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen in Waschpuffer wird mit Ziegen anti-HE2-Antik5rper 
(1 ug/ml in verduimungspuffer; 100 ul) 30 Minuten bei 37°C inku- 
biert. Uberschussige AntikSrper werden durch einen anschliefien- 
den Waschschritt (3x mit Waschpuffer) entfernt. Gebundene Anti- 
kSrper werden durch Inkubation (30 Minuten, 37°C) mit Maus 
anti-Ziegen igG HRP (Axell, 1:1000 in Verdunnungspuf f er gel6st, 
100 ul) erkannt: Nach anschlieSendem Waschen (3x mit Wasch- 
puffer, lx mit Farbepuffer) lost gebundenes HRP-Konjugat eine 
FSrbereaktion von 100 ul zugesetzter Orthophenylendiamin-Di- 
hydrochloridlosung (Sigma, 10 mg gelost in 25 ml Farbepuffer und 
aktiviert mit 10 ul H 2 0 3 ; 30%, Merck) aus. Die Farbreaktion wird 
mit 50 ul 15% H2SO4 gestoppt und die Extinktion bei 492 nm 
(Referenzwellenlange 620 nm) auf einem Mikroplat ten-Photometer 
gemessen (Labsystem, Modell Nr. 354) . 

Aus Figur 2 kann man ersehen, dass beide Neoglykoproteine in 
diesem Sandwich-ELISA detektiert werden k6nnen, "Neoglykoprotein 
II n ist starker glykosyliert, wird daher starker vom vorgecoate- 
ten anti -Lewis Y-Antikorper zurtickgehalten. 

SPS-PAttF: 

Die Proben (nicht konjugierter HE2-Antik6rper , Neoglykoprotein I 
und II sowie Lewis Y-BSA) werden in reduzierendem Puffer hitze- 
behandelt (85°C, 2 Minuten) und auf einem Polyacrylamidgel 
(4-12% Bis-Tris-Gel) elektrophoretisch aufgetrennt. Die dadurch 
der GrSfie nach getrennten Proteine werden durch Silberf arbung 
sichtbar geraacht (NOVEX SDS-PAGE-System, Invitrogen, USA) . Auf 
dem Gel ist nur eine sehr geringfttgige ErhQhung des Molekular- 
gewichtes durch die Glykosylierung mit Lewis Y-Tetrasaccharid 
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Western B3,of- = 

Wie beim SDS-PAGE werden die Proben der GrOfie nach getrennt. An- 
schliefiend werden die auf getrennten Proteine auf eine Nitrozel- 
lulosemembran geblottet, eine Stunde in 3%igem Milchpulverlosung 
blockiert und anschliefiend zwei Stunden mit human em an ti -Lewis 
Y-AntikSrper (10 ]ig/ml in PBS) inkubiert, Gebundene Antikorper 
werden mit Ziegen anti-human HRP-Konjugat (1:500 in PBS) , wel- 
ches spezifisch ftlr den anti^Lewis Y^ Antikorper ist, detektiert. 
Durch eine anschlieEende F^rbereaktion werden die Lewis Y-glyko- 
sylierten Proteine sichtbar gemacht. 

Wie aus Figur 4 ersichtlich, reagiert das Neoglykoprotein II mit 
dem anti-Lewis Y-Antik5rper , Neoglykoprotein I scheint zu 
schwach glykosyliert zu sein, als dass es in dies em Test mit 
anti -Lewis Y detektiert werden kOnnte, 

Immunantwort crecren HE 2 und Lewis Y = 

Seren immunisierter Affen werden zu verschiedenen Zeitpunkten 
vor und nach der ritimunisierung auf die Bi Idling einer humoral en 
Immunantwort gegen HE2 und gegen Lewis Y uberpriift. Das Immuni- 
sierungsschema ist dabei f olgendermafcen (die einzelnen Immuni^ 
sierungen wurden subkutan durchgef uhrt : 500 ug Protein, adsor- 
biert auf 1,67 mg Aluminium- hydroxid in 0,5 ml 1 mM Phoshat- 
Puffer pH 6, 0/155 mM NaCl) . 

Immuni s i erungs z ei tpunk t e : 

Tag 1 (Tl) 

Tag 15 (T15) 

Tag 29 (T29) 

Tag 43 (T43) 

Tag 57 (T57) 

Tag 71 (T71) 
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Blutabnahmen zur Serum -Gewinnung : 
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Tag 1 (Tl) 

Tag 15 (T15) 

Tag 29 (T29) 

Tag 43 (T43) 

Tag 57 (T57) 

Tag 71 (T71) 

Tag 92 (T92) 

HE2-ELTSA: 

HE2-Antik6rperl5sung wird in Beschichtungs- Puffer auf 10 p.g/nil 
verdtinnt und 1 Stunde bei 37°C inkubiert (100 ill) . Nach drei- 
maligem Waschen mit Waschpuffer wird mit 2 00 p.1 5 % fStalem 
KSlberserum in PBS 30 Minuten bei 37°C blockiert. Nach einem 
welter en Waschschritt (wie zuvor) warden 100 ial von verschie- 
denen Verditonungen der Seren immunisierter Tiers auf die Mikro- 
titerplatte aufgetragen (Verdunnungspuf f er ; 2% f Stales KSlber- 
serum in PBS) und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Durch dreimaliges 
Was chen mit Waschpuffer werden nicht gebundene Antikorper ent- 
fernt und anschlieSend 30 Minuten bei 37°C mit 100 pi ziegen- 
anti-human- IgG+A+M HRP-LSsung (Zymed, 1:1000 verdunnt in 
VerdOnnungspuf fer) inkubiert, Nach dreimaligem Waschen mit 
Waschpuffer und einmaligem Was chen mit Fairbepuffer wird durch 
gebundenes HRP eine Farbreaktion von Orthophenylendiamin-Di- 
hydrochlorid (Sigma, 10 mg gelGst in 25 ml Farbepuffer aktiviert 
mit 10 ul H 2 0 2/ 30%, Merck) ausgelost, Mit 50 ill Schwef elsaure 
(15%, Fluka) wird die Reaktion gestoppt und die Extinktion bei 
492 nm (ReferenzwellenlSnge 62 0 nm) auf einern Mi krop la t ten- Pho- 
tometer (Labsys terns, Model 1 Nr P 354) gemessen. 

Figur 5 zeigt das Ergebnis des HE2-ELI3A. Man sieht, dass die 
Immunantwort gegen das Tragerprotein bereits nach 2 Immunisie- 
rungen sehr stark ist. 

Durch die Xmmunisierung eines Rhesusaffen mit Neoglykoprotein 
wird also eine starke humorale Immunantwort gegen HE2 induziert. 
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Lewis Y-PAA (Lectin! ty Holding, Inc. Bad Homburg, Germany) wird 
in Beschichtungspuffer auf 10 ug/ml verdttnnt und 1 Stunde bei 
37°C inkubiert (100 . Nach dreimaligem Waschen mit Wasch- 
puffer wird mit 200 ill 5% f5talem Kalberserum in PBS 30 Minuten 
bei 37°C blockiert* Nach einem weiteren Waschschritt (wie zuvor) 
werden 100 \il von verschiedenen Verdtinnungen der Seren ixnmuni- 
sierter Tiere auf die Mikrotiterplatte aufgetragen (Verdttnnungs- 
puffer: 2% f Stales Kalberserum in PBS) und 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer werden 
nicht gebundene AntikOrper entfernt und anschliefiend 30 Minuten 
bei 37°C mit 100 pJ_ Ziegen-anti -human IgG+A+M HRP-Losung (Zymed, 
1:1000 verdiinnt in Verdunnungspuf f er) inkubiert. Nach dreimali- 
gem Waschen mit Waschpuffer mid einmaligem Waschen mit Ffirbe- 
puf fer wird durch gebundenes HRP eine Farbreaktion von Ortho- 
phenylendiamin-Dihydrochlorid {Sigma, 10 mg gelost in 25 ml 
FSrbepuffer aktiviert mit 10 jil Ha0 2 , 30%, Merck) ausgelOst. Mit 
50 ^1 SchwefelsSure (15%, Fluka) wird die Reaktion gestoppt und 
die Extinktion bei 492 nm (Ref erenzwellenlange 620 nm) auf einem 
Mikroplatt en- Photometer (Labsys terns, Modell Nr. 354) gemessen. 

Figur 6 zeigt, dass durch die Immunisierung eines Rhesusaffen 
mit Neoglykoprotein eine spezifisch gegen Lewis Y gerichtete 
humorale Immunantwort ausgelOst wird, 

Beisplel 2 s Kopplung dee SialylTn Kohlehydrats an HE2 

SialylTn-0(CH2) 3 NH{CH 2 ) 4 C00-pNp wurde an HE2 gekoppelt. 

Das Endprodukt wurde mitt els SEC, LDS-PAGE, Western Blot und 
verschiedenen ELISA Tests analysiert. 

Methoden 

Material 

HE2 Panorex, lOmg/ml, Lotl70901 

SialylTn-0(CH2) 3 NH(CH2)4COO-pNp , 2x5mg, Fa. Lectin! ty 
DMF (N , N-Dimethylf ormamid ( anhydrous , Merck ) ) 
Kopplungspuf fer : 0,1M Na2HP0 4 + 0,15M NaCl (pH-8) 
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Fomulierungspuffer : NaCl 0,86% + ImM Na 2 HF0 4 (pH=6,0) 



Verf ahren 

1. lOOmg HE2 (V-10ml; Konz : lOmg/ml ) wurden gegen 2x 700ml 
Kopplungspuf f er dialysiert unter Verwendung einer Slide-A-Lyzer 
Dialysekassette bei 4°C fur 20 Stunden, Auf f till en des Vo lumens 
auf -10ml, die Konzentration gemaS SEC betrug ~10mg/ml. 

2, 2X 5mg SialylTn-0 (CH 2 ) 3 NH (CH 2 ) iCOO-pNp wurden mit 2x 100]il 
DMF (100ul/R6brchen) gel 5s t. 

3. Die Losung des SialylTn (in DMF) wurde auf -10ml (~100mg) 
mit eisgekuiiltem HE2 (in Kopplungspuf fer) auf ge f Till t- 

4. Beide SialylTn- Vials wurden mit 100p.l DMF gewaschen (es 
erfolgte ein Transfer von Rolircben 1 auf RShrchen 2) , dieses 
wurde der Reaktionsmi seining ebenfalls zugegeben. 

5, Die Reaktionsmischung wird uber Naclit rotieren gelassen (28 
Stunden) bei +4°C. Die Reaktionskinetik wurde mit SEC gepriift, 

6, Die EndlSsung des HE2-SialylTn (10ml, -10mg/ml) wurde gegen 
2x 800ml Formulierungspuf fer dialysiert unter Verwendung einer 
Slide-A-liyzer Dialysekassette bei 4°C fiir 20 Stunden. 

Analyse : 

GroJSenausschlusscirromatograpliie ; 

Die Konzentrationen an HE2 -SialylTn wurden quant if iziert durch 
Grofienausscblusschromatographie (SEC) auf einer ZORBAX GF-250 
Saule in einem Dionex System. Das HPLC System wurde mit einem 
Gel filtrat ions standard getestet. (Fa, BioRAD) . 

HE2 wurde als Re ferenz standard fiir die Quant if izierung des HE2- 
SialylTn gewablt. Der Abfall der Retentions zeit (korreliert mit 
dem Anstieg des Molekulargewichts) korreliert mit der Effektivi- 
tat der Kopplungsreaktion des SialylTn an HE2 - Die erhaltenen 
Da ten zeigen, dass die Kopp lungs ef f izienz mit der Reakt ions zeit 
ansteigt und eine Sattigung bei 23-27 Stunden erreicht wird. 
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LD5-PAGE (Lithium Dodecylsulf at PAGE) 

LDS-PAGE mit Bis-Tris-Gel (4-12%) 

SilverXpress TM -Farbung; siehe " NuPAGE Bis-Tris-Gel " Instruction 
Booklet, Seite 13 

Die Ergebnisse sind in Fig. 7 dargestellt. 



Ifin6 


Probe 


KOllZ . 


Volume 
n 

Ciii] 


Prepara- 
tion 


l 


Mark 1 2 M W Standard 


— 


10 


keine 


2 


HE 2 dialysiert in Kopplungspuf f er 


20ug/ml 


10 


s- SOP 


3 


HE2 dialysiert in Kopplungspuf f er 


lOug/ml 


10 


s. SOP 


4 


HE2 dialysiert in Kopplungspuf fer 


50ug/ml 


10 


s. SOP 




HE2 dialysiert in Kopplungspuf fer 


2 , Bug /ml 


10 


s. SOP 


6 


HE2SiaTn dial, in 
Formul i erungsungspuff er 


20ug/ml 


10 


s. SOP 


7 


HE2SiaTri dial, in 
Formul i erungsungspuf fer 


lOug/ml 


10 


s. SOP 


8 


HE2SiaTn dial, in 
Formul i erungsungspuf fer 


5ug/ml 


10 


s . SOP 


9 


HE2SiaTn dial, in 
Formu 1 i erungsungspu f f er 


2 , 5ug/ml 


10 


s. SOP 


10 


Mark 12 MW Standard 




10 


keine 



Fig. 7: 1m Vergleich zu HE2 (lanes 2-5) erfolgt im HE2- 
SialylTn Kopplungsprodukt (lanes 6-8) ein deutlicher Anstieg im 
Molekulargewicht der sciiweren Kette was darauf hindeutet, dass 
SialylTn erf olgreich an die schwere Kette (50 kDa) des HE 2 Anti- 
korpers gekoppelt wurde. Zusatzlicli deutet das Auftereten einer 
zweiten Bande (mit geringfiigig lonterschiedlichem Molekular- 
gewicht) zur 2 5 kDa Bande darauf hin, dass auch die leiclite 
Kette teilweise an SialylTn gekoppelt wurde. 

western Blot 

Western Blot mit Kaninchen x Maus IgG2a 
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1, LDS-Gel mit Bis-Tris-Gel (4-12%) 

2, Western Transfer Anweisungen siehe NuPAGE Bis-Tris-Gel 
Instruction Booklet Seite 14-20 (mit Immobilon Transfer Membran 

PVDF 0,45vLm, Fa. Millipore) 

3, Membran Entwicklung: 

Material : 

Konjugat: Kaninchen x Maus IgG2a - HRF, #61-022 0, Fa, Zymed 
Farbelosung 1: 15mg HRP-Farbreagens (Fa. BioRAD) in 5ml MetOH 
FSrbelGsung 2: 15ul 3 0%H 2 O 2 in 25ml PBS def . lx 

Verf ahren : 

Blockieren der Membran mit 3% Trockenmilchpulver in PBS fiir lh 
bei RT 

Was chen der Membran mit PBS 

Inkubieren mit dem Konjugat {Verdunnung 1:1000 in PBS) fur lh 
bei RT 

Was chen der Membran mit PBS 

En t wick lung mit FarbelOsungen 1+2 und stoppen der Farbung mit 
Wasser . 

Western Blott mit anti SialylTn CDl75s (IgG type) / Ratten x 
Maus IgGl - HRP. 

Verf ahren: 

1. LD3-PAGE Gel mit Bis-Tris-Gel (4-12%) 

2. Western Transfer: Instruktionen siehe "NuPAGE Bis-Tris-Gel " 
Instruction Booklet, Seite 14-20 (Verwendung einer Immobilon 
Transfer Membran PVDF 0,45ym, Fa. Millipore) 

3. Membran Entwicklung: 
Material : 

Sekundfirer Antikorper: anti-SialylTn CD175s (IgG type), 90iig/ml, 
Fa- DAKO, Code. Nr. M0899, Lot. 089(601) 

Konjugat: Ratte x Maus IgGl - HRP, Fa. Becton Dickinson, Mat .Nr. 
559626, Batch: 37205 
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3% Trockenmilchpulver in PBS deflx 

F&rbelOsung 1: 15mg HRP-Farbreagens {Fa. BioRAD) in 5ml MetOH 
FarbelOsung 2: 15ul 30%H2O 2 in 25ml PBS 

Verfahren: 

Blockieren der Membran mit 3% Trockenmilchpulver in PBS fur 111 
bei Raumtemperatur (RT) 
Waschen der Membran mit PBS 

Inkubieren mit sekundarem Antikorper, (Konzentration 10p.g/ml) 

5ml , fur lh bei RT 
Waschen der Membran mit PBS 

Inkubieren mit Konjugat {verdtlnnt 1:1000 in PBS) fur lh bei RT 
Waschen der Membran mit PBS 

Entwickeln mit FSrbelosungen 1+2 und stoppen der Reaktion mit 
Wasser. 

Der Anstieg im Molekulargewicht der schweren Kette des HE2 
Antikorpers nach Kopplung mit SialylTn wurde durch den Western 
Blot and die FSrbung mit einem Kaninchen anti Maus IgG2a-HRP 
bestatigt. 

Ein Standard ELISA wurde durchgef iitirt um zu zeigen, wie viel der 
anti-idiotypischen Bindungsaktivitat (des HE2) im Kopplungspro- 
dukt erhalten bleibt. 

Immobilisierter IGNlll bindet den antiidiotypischen HE 2 der 
durch einen anti Maus IgG2a-HRP erkannt wird* 

Es wurde gezeigt, dass HE2 etwa 2-3 mal reaktiver ist als HE2- 
SialylTn, was bedeutet, dass nur ein geringfiigiger Verlust an 
Bindungskapazitaten nach der Kopplung auftritt, 

Ein weiterer Standard ELISA wurde durchgef tihrt um SialylTn 
durch einen Maus anti-SialylTn-AntikSrper zu detektieren. Dazu 
wurde das Ausgangsmaterial HE2 und das Kopplungsprodukt 
HE2 -SialylTn immobilisiert . Zum Nachweis des SialylTn wurden 
anti-SialylTn (Maus IgG) /Ratte anti Maus IgGl-HRP verwendet. 

Die Ergebnisse zeigen, dass das HE2- SialylTn Reaktionsprodukt 
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tatsScblich SialylTn Gruppen tr^gt im Gegensatz zu HE2 vor der 
Kopplung , 

Zusammenf as sung : 

SialylTn wurde erf olgreicli an den HE2 Antikfirper gekoppelt. Die 
Kopplungsreaktion weist eine verl anger te Zeit der Reaktions- 
kinetik auf, wobei die Sattigung nach etwa 24 Stunden erreicht 
wird. SialylTn wurde vorwiegend an die schwere Kette des HE2 
AntikGrpers gekoppelt, wobingegen die lei elite Kette nur teil- 
weise mit SialylTn gekoppelt wurde. 

Das HE2- SialylTn Kopplungsprodukt behait den Grofiteil der idio- 
typischen Spezifitat des HE2 bei, der SialylTn Tail dieses Heo- 
glykoproteins wird durch SialylTn spezifische Antikorper er- 
kannt , 

Diese Ergebnisse zusammen deuten klar darauf bin, dass die anti- 
genischen Epitope beider, sowobl der HE2 Proteinteil als auch 
der SialylTn Toil in der Multiepitop-Vakzine konserviert sind. 
Der Endo toxin- Gehalt liegt unter der Nachweisgrenze . 



Beispiel 3: Formulierung des HE2 -SialylTn unter Verwendung 
verschiedener Adj-uvantien : 

1. Formulierungspuffer (NaCl, Na 2 HP0 4 ) , Thimerosal, Albydrogel 

2 . Formulierungspuf fer, Thimerosal, Albydrogel, LPS, E. coli 
(Sigma, No.L-4391) . 

Beispiel 4: Ergebnisse der Xmmunisierung von Khesusaffen mit 
dem HE2 -SialylTn Neoglykoproteins Xoleranz und Immunogenizitats- 
studien 



WO 03/097663 PCT/AT03/00142 

- 28 - 

Xmmuni s ierung s schema und B lu t abnahmen 

Rhesusaffen wurden vier Mai durch subkutane Immunis ierungen mit 
500 p.1 der Vakzine (enthalten 500iag HE2 , adsorbiert an Alhydro- 
gel in lmM Na- Phosphat Puffer, pH=6,0, supplementiert mit 0,86% 
NaCl) geimpf t , 

Die Blut abnahmen erfolgten an den Tagen -3, 1, 8, 15, 29, 57 und 
71. Das Blut wurde geronnen lassen (SST Clotactivator-Rohrchen 

(Vacutainer) ) ; Serum wurde in Nunc Rfihrchen ubergefiihrt 1,8ml 

(375418) ; 



Tag Datum Immunis ierung Blutabnahme 

-3 nein ja 

1 500p.l ja, vor der Imm. 

8 nein j a 

15 500p.l ja, vor der Imrru 

29 SOOpl ja, vor der Imm. 

57 500p.l ja, vor der Imrru 

71 ja 



Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der Immunisierungsstudien in Rhesus - 
affen. Die Induktion der Immunan two r t gegen HE2 durch die HE2- 
SialylTn Multiepi top- Vakzine ist vergleicbbar mit der Immunant- 
wort die durch HE2 induziert wird- 

Praserum (Tag 1) und Immunserum (Tag 15,29,57,71) wurden im 
Hinblick auf die Immunan two r t gegen das immunis ierende Antigen 
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(HE2) durch einen HE2 ELISA und SialylTn ELISA analysiert, Ein 
Zigen anti Human IgGAM-HRP (Zymed, Nr. 62-8320, Lot. 2 0571004) 
Konjugat wurde fur den Nachweis verwendet* 

Der SialylTn ELISA wurde Shnlich wie der LewisY ELISA durchge- 
fuhrt , abgesehen von einigen Modif ikationen. Zusammenf assend 
warden ELISA Platten (F96 Maxisorp Mikrotiter Platten, NUNC) mit 
20ug/ml SialylTn- PAA (3 0%mol / Syntesome) beschichtet, verdtinnt 
in Beschichtungspuf fer fur die Dauer von 2h bei 37°C. Nach dem 
Waschschritt (drei Mai, 1:10 verdiinnte WBK) warden die ELISA 
Flatten mit 5% FCS in PBS geblockt (30min., 37°C) , gefolgt von 
einem nSchsten Waschschritt. Die Proben (vorverdtinnt in 2% FCS) 
wurden ftir lh bei 37 °C inkubiert. NAS (NA-Pool 25-07-01, Fa. 
Biotest) und PBS wurden als negative Kontrollen verwendet. Ftir 
den SialylTn ELISA wurde ein Maus anti-SialylTn CDl75s Anti- 
kSrper (DAKO, Code Nr. M0899, Lot. Nr. 039 (601) mit einer Aus- 
gangs konzent rat ion von 20ug/ml verwendet, der als Positivkon- 
trolle diente. 

Nach einem neuer lichen Waschschritt wurden die Pi at ten mit einem 
Ziegen anti-human Ig (H+L) -BRP Konjugat (1:4000, SB, Southern 
Biotechnology Cat. Nr. 2010-05, Lot. Nr. L262-S496L) oder einem 
Maus anti-human igG (Fc)-HRP Konjugat {1:1000, SB, Cat. Nr. 9040- 
05, Lot. Nr. J560-NC21G) oder einem Maus anti -human IgM-HRP 
Konjugat (1:1000, SB, Cat. Nr. 9020-05, Lot. Nr. H018-W089) bei 
37 °C fur 30min inkubiert. Fur den Nachweis des Maus anti- 
Si alylTn AntikOrpers (positive Kontrolle) wurde ein Kaninchen 
anti-Maus IgGl-HRP (Zymed, Nr. 61-0120, Lot .Nr. 00761146) ver- 
wendet . 

Nach dem nachsten Waschschritt wurde das Substrat OPD (1 OPD 
Tablet te gelSst in 25ml FSxbepuffer, + 10ul 30% H 2 0 2 ) zugegeben. 
Nach lOmin. wurde die FSrbereaktion durch Zugabe 50^1 H 2 S0 4 (30%) 
ges toppt . 

Fig. 9 zeigt die Ergebnisse des SialylTn-PAA ELISA. Die Induktion 
der Immunantwort gegen das immunisierende Antigen HE2 und das 
Zi el antigen EpCAM ist vergleichbar mit der urspriinglichen HE 2 
Einzelepitop-Vakzine. Es erfolgte also eine Induktion der Immun- 
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antwort gegen das Kohl ehydratanti gen SialylTn, diese Immunant- 
wort wurde bei der Vakzinierung durch die HE 2 Einzelepitop-Vak- 
zine nicht induziert. 

Af f ini tat s chroma tographie 

Eine Af fini tats chroma tographie wurde auf einem AKTA- Explorer, 
Pharmacia FPLC System durchgefiihrfc. 1 ml des Serums (Praserum or 
Iinmunserum) wurde 1:10 mit PBS lx + 0,2M NaCl, pH=7,2 (=Puffer 
A) verdttnnt. Nach der saulenaqnilibrierung wurde das verdtinnte 
Serum auf die ChromatographiesSule aufgetragen mit einer Fluss- 
rate von lml/min. Ungebundene Probe wurde mit einem Puffer A 
heruntergewaschen bis die UV-Linie (280nm) unterhalb 5mAU lag. 
Die Elution der gebundenen Probe wurde schrittweise was mit 
Glycin-Puf fer pH^2,9 (=Puffer B, Elutionspuf f er) durchgef tihrt . 
Die gewtinschten Fraktionen warden sof ort mit 1M NaHC0 3 neutral i- 
siert und durch Zugabe von Natriumazid {Endkonzentration: 0,02%) 
stabilisiert , 

Folgende Af fini tats chroma tographiesaul en wurden verwendet: 

1. HE2-Sepharose: HE2 gekoppelt an CH-Sepharose 4B saule. Lot 
20000905-070301 {SS LJ5/174) 

2. EpCAM-Sepharose : EpCAM gekoppelt an CH-Sepharose 4B saule 
(IF DJ32/54+57) 

3. HE2-SialylTn-Sepharose: HE2-SialylTn gekoppelt an CH-Sephar- 
ose 4B saule 

Die Reinigung des Pra- Oder Immunserums wurde entweder durch a) 
Einzelschritt-Af finitatschromatographie, oder b) seguenzielle 
Af fini tats chroma tographie mit dem Eluat der ersten Saule, das 
auf eine zweite Af fini tats chroma tographie- saule aufgetragen 
wurde, durchgef uhrt oder c) Dif ferential-Af fini tats chroma to - 
graphie mit dem Durchlauf der ersten saule die auf eine zweite 
Af fini tats chroma tographie geladen wurde. 

Nach der Quant if izierung der Mengen an Immtmoglobulinen durch 
SEC, wurden die verbleibenden Serumeluate durch die Zugabe von 
FCS (Endkonzentration 2%) stablisiert und bei +4°C aufbewahrt. 
Results are shown in Fig. 10 
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Gr SKenau s schlufichxomat ographJ. e : 

Die Mengen an immunoglobulinen (igG, igM) wurden durch Gr6£en- 
ausschluss chromatographic (SEC) auf einer ZORBAX GF-250 SSule 
auf eiiiem DIONEX- System quantif iziert , Das HPLC System wurde 
durch einen Gelf iltrationsstandard getestet. 

Fur die Quantif izierung der Mengen an Immunoglobulinen in den 
AKTA Eluaten, wurde eine Standardkurve von humanem IgG (Sando- 
globulin) in einem Bereich von 1,95 - 25 Tig/ml vorbereitet und 
als Ref erenzstandard verwendet, 

Zellinien 

WM9, SKBR5 , KATOIII, HT29, and OVGAR3 Zellen wurden in RPMI1640 
Medium mit L-Glutamin versetzt mit 10% FCS und 1% Penicil- 
lin/Streptomycin kultiviert. CT26 und CT26-KSA (Klon #21 Spl-3; 
EpCAM trans fizierte CT26 cells) wurden in DMEM versetzt mit 10 % 
FCS, 1% nicht-essentiellen Aminos aur en, 1% Natr iumpyruvat , 1% 
Vitamin, L-Glutamin und 1% Penicillin/ Streptomycin wachsen 
gelassen. 

FACS Analyse 

Zellen wurden in PBS Puffer enthaltend 0,2 mg/ml EDTA geerntet. 
Kultivationsmedium wurde zu den abgelosten Zellen zugegeben, 
diese werden anschliefiend pelletiert und zweimal in FACS Puffer 
gewaschen(PBS Puffer versetzt mit 2 % FCS und 0,1 % NaN 3 ) . 10,000 
Zellen wurden mit PBS enthaltend 10 % FCS und 0,1 % Natriumazid 
fur 3 0 Minuten auf Eis blockiert. Nach Obertragen der Zellen in 
FACS Puffer, wurden die 2 ell en mit den Eluaten aus der Affini- 
tatschromatographie des Praserums oder des Immunserums fur eine 
Stunde auf Eis inkubiert. Als Positivkontrollen wurden die fol- 
genden primaren Antikorper verwendet: IGN311 (EW25.888) fiir die 
LewisY Farbung, und HE2 und KS1/4 fiir die EpCAM Farbung. Die 
Zellen wurden zweimal in FACS Puffer gewaschen und mit den Nach- 
weisantikOrpern unter Lichtschutz fiir 30 Minuten inkubiert 
(Scbaf ant i -human IgGAM-FITC (gamma-und Leichtketten-spezi- 
f isch) , Silenius, Verdiinnung 1:1000 oder Kaninchen anti-Maus 
IgGAM F(ab) 2 ' -FITC Dako (gamma und Leichtketten-spezif isch) , 
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Verdunnung 1:100, fur den Nachweis des murinexi HE2 and KSl/4 
AntikBrper. Nach dreimaligem Waschen in FACS Puffer, wurden die 
F lucres zenzint ens ita ten (10 000 Zellen in 100 ul FACS Puffer pro 
Analyse) mit einem FACS-Calibur System {Bee ton Dickinson) 
gemessen. 

Kontrollf arbung mit: 

1GN311 (2 Bug/ml) , KSl/4 (l^g/ml) , HE2 (lug/ml) , SKBR5 , 
KatoIII, VMS, CT26 und CT26KSA Zellen. 

Ergebnisse 

Xnnnunantwort gegen imnrunisierendes Antigen (HE- 2) 

Praserum (Tag 1) or Xmmunserum (Tag 15,29,57,71) aller Tiere 
wurde im Hinblick auf die Immunantwort gegen das iinmunisierende 
Antigen (HE2) durch HE2 ELISA analysiert. Ein deutlicher Immuni- 
sierungsef f ekt wurde in alien geimpften Gruppen gefunden, wobei 
die Starke der Immunantwort als Funktion der Zeit (und der ZabJL 
der Immunisierungen) anstieg. Wichtig war, dass keines der Adju- 
vantien den HE2 Titer steigerte oder die Kinetik der Immunant- 
wort im Vergleicli zur Kontrollgruppe die das Antigen ohne Adju- 
vans erbalten hatte (P6/01) ansteigen liefi. Die Multiepitop HE2- 
SialylTn vakzine (P2/01) induzierte einen HE2 Titer der ver- 
gleichfoar war mit der der HE2 Vakzine (P6/01) . 

Die Ergebnisse sind in Fig. 8 zu sehen, wobei es sicb hier urn 
eine HE-2 Rhesusaffen Studie handelt. 

Die HE2- SialylTn Multiepitop Vakzine induziert eine Immunantwort 
gegen das zweite Antigen, SialylTn in alien irnmunisierten Tie- 
ren, wie dies im SialylTn ELISA nachgewiesen wurde, ein Effekt, 
der nicht nach der Impfung mit der HE2 Einzelepitop-Vakzine 
gefunden wurde. 
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Relnigung des Serums durch direkte EpCAM 
Af f initat s chromatography : 

Immunseren {Tag 71) wurden durch direkte EpCAM Af f initatschro- 
matographie gefolgt von einer Gr3Senausschlu£chromatographie 
CSEG) analysiert. In alien geimpften Gruppen wurden signifikante 
Mengen Ig (IgG und IgM) im Immuns erum gefunden (60-87ug Ig) was 
wesentlich hoher war als im Vergleich zrnn Gehalt der Ig im PrS- 
serum (13-22vig) - Waiters konnte ein IgG switch nach der Impfung 
gesehen werden, mit erhShten IgG/IgM Verhaltnissen im Immun- 
serum. Hingegen ftihrten die Adjuvant! en zu keinem Anstieg der 
Ig (IgG # IgM) , die eine spezif ische Reaktivitfit mit rEpCAM in 
den Immunseren aufweisen, wie dies durch die direkte EpCAM Chro- 
matographie angenommen wurde im Vergleich zur HE2 Kontroll- 
gruppe . 

SialylTn ELISA 

PrSserum (Tag 1) und Immmiserum (Tag 71) der Multiepitop Vakzine 
(F2/01, HE-2 -SialylTn) Gruppe im Vergleich zur P6/01 Kontroll^ 
gruppe wurden auf die Immunantwort gegen das SialylTn Kohlehy- 
drat Antigen durch einen SialylTn-ELISA getestet. 



Ein deutlicher Immunisierungsef f ekt , namlich die Induktion der 
anti SialylTn AntikGrper Titer, wurde in alien 4 immunisierten 
Tieren der P2/01 Gruppe gefunden, im Gegensatz dazu erfolgte 
kein Anstieg des SialylTn Ant ikerper titers in der HE2 Kontroll- 
gruppe nach der Immunisierung. 



Die Ergebnisse sind in Fig. 8 dargestellt, die Induktion der 
Immunantwort gegen das immunisierende Antigen (HE2) und das 
Zielantigen (Ep-CAM) ist ahnlich wie bei der HE2 Einzelepitop- 
Vakzine- Die immunantwort gegen das Kohl ehydr at antigen SialylTn 
wird durch die Multiepitop- Vakzine induziert, diese Induktion 
wird nicht nach Immimisierung mit der HE2 Einz el epi top- Vakzine 
gefunden (P6/01) 
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Beispiel 5: Hers t el lung eines rekombinanten Maus IgG2a HE-2 
Ant ikdrper s ( rHE- 2 ) 

Molekularbiologische Konstrukte 

Der bicistronische pIRES Expressionsvektor von Clontech Labora- 
tories Inc., Palo Alto, USA erlaubt, zwei Gene auf einem hohen 
level zu exprimieren und ermfiglicht die Translation von zwei 
auf einanderf olgenden offenen Leserahnen von der messenger RNA „ 
Um positive Trans forman ten unter Verwendung eines Reporter Gens 
zu selektieren, wurde die interne Ribosomen Eingangss telle 
(ribosome entry site (IRES)) in diesem Expressionsvektor trun^ 
kiert wodurcb geringere Express ions rat en in diesem zweiten Lese- 
rahmen ermOglicht wurden. 

Urn dies zu erreichen, mu£te die urspriingliche IRES Sequenz re- 
etabliert warden urn unsere Anf orderungen fur die Expression der 
schweren und leichten Antikorperkette auf nahezu demselben 
Expressionsmenge zu ermoglichen. 

Die attenuierte IRES Sequenz wurde fQr die Expression unserer 
Selektionsznarker verwendet . 

Die DNA Manipulationen wurden entsprechend Standardverf ahren 
durchgef tihrt . Unter Verwendung der PCR Technologie und des 
Advantage-HF PCR Kits (CLONTECH laboratories Inc., Palo Alto, 
USA) , wurden die schwere und leichte Kette des HE2 Antikorpers 
anrplif iziert . Es wurden Primer Sequenzen verwendet, um erstens 
die gewiinschten Restriktionssclmittstellen einzufuliren, die filr 
den Einbau des Gens in die Expressionsvektoren notwendxg sind 
und zwei tens warden KOZAK Sequenzen upstream der offenen Lese- 
rahmen eingebaut. 

The autologen Signals equenz en warden verwendet um die nackten 
Polypeptidketten in den sekretorischen Kreislauf zu dirigieren. 
Die Primer wurden von MWG^Biotech AG, Deutschland erworben. Eine 
Zwei schritt-Klonierungs technologie wurde entwickelt: Die Kappa- 
Kette en thai tend ihre autologe Signalsequenz wurde als Xho X, 
Mlu I Fragment amplif iziert und in den Expressionsvektor ligiert 
unter Verwendung des „Rapid ligation kits* (Roche, Deutschland) 
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entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Ein chemisch 
kompetenter E. coli Bakterienstamm DHSalpha (Gibco BRL) wurde 
mit dem Konstrukt transf iziert , und unter Verwenduxig eines 
Ampicillin Selektionsmarkers amplif iziert . In einern zweiten 
Schritt wurde die rekonstruierte IRES Sequenz und die Gamma 
Kette, enthaltend auch die autologe Signal sequenz, amplif iziert 
als Ml u X r Nco X und Nco I, Sal X Fragmente und in einer Einzel- 
s chr i t t- Ligat ions reakt ion in den modi f iziert en Express ions vek- 
tor, der bereits die HE2 Kappa Kette enthSlt, ligiert. Dieses 
Konstrukt wurde amplif iziert unter Verwendung des E. coli Bak- 
terienstaimns DH5 alpha (Gibco BRL) . 25 Konstrukte, die aus ver- 
schiedenen PCR Proben abstammten, wurden mit den Restriktions- 
endonukleas en EcoRI und BamHI verdaut. Jene Konstrukte, die das 
korrekte Restriktionsmuster zeigten / wurden bidirektional 
seguenziert. In diesem Express ionskonstrukt wurde die unten 
beschriebene Selektionskassette eingebaut. Der Selektionsmarker 
DHFR wurde als PCR Xba I / Not I Fragment aus dem pSV2-dhfr 
Plasmid {ATCC #37146) amplif iziert . PCR-Primer ftihrten diese 
Restriktionsschnittstellen ein. Die attenuierte IRES at. Sequent 
wurde durch PCR aus pSV-IRES (Clontech #6028-1) als Sal I / xba 
I Fragment amplif iziert . In einer Einzelschritt-Ligationsreak- 
tion wurden IRES at. und DHFR in das bereits beschriebene 
Express ionskonstrukt ligiert, und zwar nach Verdau mit den ent- 
sprechenden Res trikt ions endonukleas en und einem weiteren Dephos- 
phorylierungsschritt . 

Kach einer Transfektion den E. coli Bakterienstamm DH5alpha 
(Gibco BRL) wurden positive Trans formanten durch PCR gescreent. 
Die Konstrukte wurden bidirektional sequenz iert und ftir weitere 
Trans fektionen von eukaryontischen zellen verwendet. 

Beispiel 6: Transfektion 

Der charakterisierte eukaryontisclie Stamm, CHO ( ATCC-CRL9 096) , 
wurde mit dem oben beschriebenen Expressionsvektor transf iziert . 
Der DHFR Selektionsmarker wurde dazu verwendet um stabile Zell- 
linien zu etablieren, die rHE-2 exprimieren. In einer 6-Napfchen 
Zellkulturplatte wurde die Zellinie bei Zelldichten von 10 5 Zel- 
len in 2 ml complete Iscove's modif iziertem Dulbecco's Medium 
mit 4 iriM L-Glutamin eingestellt auf den Gehalt von 1-5 g/L 
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Natriumbicarbonat and versetzt mit 0.1 mM Hyp oxan thin und 0.016 
iriM Thymidin, 90%; fQtales Kalberserum, 10% (Gibco .BRL) ausgesat. 
Die Z ell en wurden wachsen gelassen bis zu einer 50% Zelldichte. 
Die Zellen wurden dann trans fiziert entsprechend der Anweisungen 
der Hers teller in Abwesenheit von Serum 2 jig DNA unter Verwen- 
dung des Lipof ectin® Reagens (Gibco-BRL) . Die Trans fekt ion wurde 
durch Zugabe von Vollmedium nach 6 oder 24 Stunden gestoppt. 

Be i spiel 7: Selektion von positiven Trans forman ten und 
Kul t i vi erung 

Vollmedium wurde 24 oder 48 Stunden nach Trans fekt ion durch 
Selektionsmedium ersetzt. Das FCS im Vollmedium wurde durch, 
dialysiertes FCS (Gibco. BRL, Ur sprung: Sudamer ika ) ersetzt, 10 
Tage nach der Selektion erschienen positive Trans formant en als 
rasch wachsende multizellulare Komglomerate. Die Konzentration 
des rHE-2 wurde in den Uberstanden durch spezifische Sandwich 
ELISA analysiert, die sowohl die variablen als auch die kons tan- 
ten Domanen des AntikOrpers erkennen. Jene Zellen, die eine hohe 
Produktivitat zeigten, wurden 1:10 geteilt und in 75 cm 2 Zell- 
kulturf laschen zur Aufbewahrung in flussigen S ticks to f ff gege- 
ben. Parallel dazu wurden diese Produzenten einem ansteigenden 
Selektionsdmck unterworfen indem Methothrexat dem Kulturmedium 
zugegeben wurde und die Zellen in einer 6 Napfchen Zellkultur- 
platte ausgesat wurden. Das Verfahren wurde ungefShr zwei Wochen 
spater nochmals wiederholt wenn die zellen eine stabile Wachs- 
tumskinetik erreicht haben. Ausgehend von einer Konzentration 
von 0.005 yM, wurde die MTX Konzentration bei jeder Selektions- 
runde verdoppelt bis zu einer Endkonzentration von 1.2 80 pM MTX 
und parallel dazu wurde in 9 6 -well Zellkulturplatten subkulti- 
viert. Die uberstande wurden w5chentlich durch einen spezifi- 
schen Sandwich ELI 3 A getestet, der sowohl die variable als auch 
die konstante DomSne des Antikorpers erkennt. Stabile Kulturen 
mit der hochsten Produktivitat wurden in 75- cm 2 Zellkultur- 
flaschen iibergef tihrt und schrittweise in 860-cm 2 rolling Zell- 
kul turf las chen in nicht-selektives Medium iibergef tihrt. Die Uber- 
stande wurden geerntet, zentrifugiert , analysiert und zur weite- 
ren Reinigung gef tihrt. 
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Bei spiel 8: Analyse der Express ionsprodukte 

Die fibers tande wurden mit einem spezif ischen Sandwich ELI 3 A 
getestet, der sowohl die variable als auch die konstante Domane 
des AntikSrpers erkennt, Der polyklonale, antiidiotypische Anti- 
kftrper IGNlll wurde mit einer Konzentration von 10 tig/ml auf 
Maxisorp® (NUNC) Adsorptionsplatten beschichtet. Der AntikOrper 
wurde in Ziegen gebildet, die mit HE 2 Fragmenten immunisiert 
wurden und der durch ein zweistufiges Chromatographie-Verf ahren 
durch Affinitat extrahiert wurde. Antik6rper gegen die konstan- 
ten Regionen von Maus wurden in einem erst en Schritt auf eine 
polyklonale Maus IgG SSule adsorbiert, anti-idiotypische Anti- 
kfirper wurden in einem zweiten Schritt durch Affinitat an einer 
HE2 Agarose SSule gefangen. Das Endprodukt, die polyklonale 
IGNlll Antikfirper PrSparation erkeimt daher die variable Domane 
des HE 2 Antikorpers. Die verbleibenden aktiven Gruppen wurden 
durch Inkubation mit 

1% Trockenmilch blockiert und die Obers tande wurden aufgetragen. 
Die exprimierten AntikOrper wurden durch ihre konstanten Regio- 
nen tiber Kaninchen an ti -Maus IgG2a-HRP Kon jugate (Biozym) detek- 
tiert. Die Quantif izierung erfolgte durch Vergleich mit einem 
auch auf die SSule geladenen und charakterisierten HE2 Standard 
Hybridom Antikorper. 

Die GrQEendetermination der exprimierten Proteine erfolgte 
durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unter Verwendung von 4- 
14 % Acrylamid Gradientengelen in einer Novex® (Gibco-BRL) 
Elektrophoresekammer . Die Proteine wurden silbergefSrbt . 

Um die exprimierten Antikorper immunologisch zu detektieren, 
wurden Western-blots auf Kitrozellulose Membraneri (0.2 pi) 
durchgef uhrt . Die durch die SDS-Polyacrylamidgele aufgetreimteix 
Proteine wurden elektro- trans feriert unter Verwendung einer 
Novex® (Gibco-BRL) Blotting-Kammer . Die Membranen wurden vor 
Zugabe der Block-LSsung {TBS + 3 % Trockenmilchpulver BBL) und 
der AntikOrperlOsung (10 iig/ml polyklonaler Ziegen IGN-111 Anti- 
korper, Maus monoklonaler anti-Maus IgG AntikQrper (Zymed) oder 
Kaninchen anti-Maus IgG gamma Kette (Zymed) in TBS + 1% Trocken- 
milchpulver) zweimal gewaschen. Zum SchluE wurde die Entwicklung 
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unter Verwendung von Kaninchen anti-Ziege-HRP, Kaninchen anti- 
Mans IgG-HRP oder Mans ant i -Kaninchen IgG-HRP konjugiertem 
Antik5rper (BIO-RAD) verdiirmt auf 1:1000 in TBS + 1% Trocken- 
milchpulver durchgef uhrt und ein HRP Farbentwicklungsreagens 
(BIO-RAD) zugegeben entsprechend den Vorschriften des Hers tel- 
lers . 

Isoelektrische Fokusierungsgele wurden verwendet urn die gerei- 
nigten Expressionsprodukte mit dem char akterisier ten murinen HE2 
Standard Hybridom Antikorper zu vergleichen. Die Proben wurden 
auf IEF Gele geladen, pH 3-7 (Invitrogen) und die Trennung gemSS 
den Vorschriften des Herstellers durchgef tlhrt. 

Die Proteine wurden durch Silberf arbung Oder immunologische 
Methoden mittels Western Blot sichtbar gemacht. Fur diesen 
Zweck- wurden die Proteine einem Tris gepufferten 
SDS/Urea/Iodoactamide Puffer geladen und auf Nitrozellulose 
Membranen transf eriert . Dies erfolgte nach dem gleichen Ver- 
fahren wie ftir Western Blots beschrieben. Der Nachweis erfolgte 
durch polyklonalen Ziegen IGN111 antiidiotypischen AntikOrper. 

Die Interaktion des Express ionsprodukts mit dem Zielantigen, 
EpCAM, wurde dadurch analysiert, dass die gereinigten libers t&nde 
mit Nitrozellulose Membranen auf die rEpCAM elektro^ transf eriert 
wurde, inkubiert wurden. Die FSrbung der interagierenden Anti- 
kSrper wurde in Analogie zu den Western Blot durchgef iihrt, wobei 
ein anti-Maus IgG2a-HRP konjugierter AntikOrper (Zymed) 
verwendet wurde. 

Beispiel 9 * Af f Initat sreinigung 

Ein Pharmacia (Amersham Pharmacia Biotech) &KTA System wurde 
verwendet- 1000 ml klarer Kulturuber stand enthaltend den Anti- 
kOrper wurde mit einem Pro-Varion 30 kDa cut-off (Millipore) 
Konzentrator konzentriert , danach verdunnt mit PBS und auf eine 
20 ml IGNlll Sepharose Af f initatsgel XK26/20 SSule (Amersham 
Pharmacia Biotech) aufgetragen. Kontaminierende Proteine wurden 
durch einen Waschschritt mit PBS + 200 mM NaCl entfernt. Die 
gebundenen Antikorper wurden mit 100 mM Glycin, pH 2.9 eluiert 
und sofort mit 0,5 M NaHC0 3 neutral is iert • Das Effluat wurde 
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online bei X 215 and X 280 nm beobachtet und einer darauf f olgen- 
den HPLC Analyse mit einer ZORBAX G-250 (Agilent- technologies) 
Saule unterzogen, 

2000 ml geerntete Uberstande aus den Roller Bottle Kulturen 
wurden zentrif ugiert , konzentriert, verdiinnt in PBS und zur 
Homogenitat gereinigt durcti Af fini tats chroma tographie mit einer 
IGNlll Sepharose Saule. Nach Elution, Neutralisierung und Dia- 
lyse gegen PBS wurde das Endprodukt durch SEOHPLC gemessen. Ein 
Hybridom- abstammender muriner Standard des selben Immunglobulins 
wurde mit rHE2 verglichen und eluiert, beide als scharfe 
einzelne peaks zur selben Zeit, korrelierend mit der erwarteten 
Retentions zeit von IgG. Eine Reinheit von >92 % wurde durch 
diese im Labormafis tab durchgef uhrte Reinigung erzielt. 

Eine weitere Charakterisierung des Express ionsprodukts wurde 
durch reduzierende und nicht-reduzierende silbergef arbte SDS- 
PAGE und Western Blot durchgef iihrt * Die Express ionsprodukte 
wurden durch die spezif ischen, antiidiotypischen Antikorper 
Ziege anti HE2, IGNlll detektiert und durch einen anti-Ziegen- 
HRP konjugierten Antikorper sichtbar gemacht. Nicbt reduzierte 
Proben zeigten Banden in dem erwarteten Bereich eines intakten 
IgG Molekuls im Bereich von 160 kDa. Dieses Ergebnis korreliert 
exakt mit dem murinen Standard HE2 Hybridom Antikorper, Im Fall 
der reduzierten Proben sind Banden im Bereich von 25 bis 50 kD, 
auch interagierend mit dem antiidiotypischen Ziegen anti HE2 
AntikSrper IGNlll, sichtbar. Diess Banden entsprechen den 
leichten und schweren Ketten des IgG. 

Die Interaktion mit dem Zielantigen von HE™ 2 , EpCAM wurde da- 
durch analysiert, dass Nitrozellulosemembranen, auf die rEpCAM 
elektro-geblottet worden ist, mit gereinigt en Express ionspro- 
dukten inkubiert wurden. Eine weitere Subtypen spezif ische 
Detektion mit interagierenden Antikorpern wurde durchgef tthrt - 
Der murine HE- 2 Standard Hybridom AntikSrper erkennt monomer es 
rEpCAM von 25 kDa und auch eine Serie von rEpCAM Aggregaten, 
korrespondierend zu di, tri, and polymeren Fozmen. Exakt die 
gleiche Band Vert ei lung wurde mit alien gereinigt en Express ions - 
produkten erhalten. 
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Die gereiriigten Express ionsprodukte unci der murine HE- 2 Standard 
Hybridom AntikOrper wurden waiter untersucht. Alle Antik6rper 
zeigen ein inliomogenes Polybanden- isoelektrisches Fokusierungs- 
muster, identisch in pH, aber unterschiedlich in der 
mengenmafiigen Verteilung. Sie bestehen aus 3 Haupt- Protein 
Isoformen und zwei Subf ormen, verteilt liber einen pH Bereich von 
8.2 bis 7.2. CHO abstamrnende Isoformen wurden auf hohere pH 
Werte verschoben, der murine HE2 Standard zeigt die identischen 
Isoformen, aber die mengenmafiige verteilung tendiert zu sauren 
Formen. 

Es konnte der rekombinante Maus lgG2a Antikorper HE 2 in CHO 
Zellen exprimiert werden. Die stabile genomische Integration 
erfolgte 14 Tage nach Trans f ektion. Das Express ionskonstrukt 
ermoglicht eine schnelle und bequeme Trans fekt ion mit einem 
einzelnen Plasmid. Durch die Verwendung des Selektions systems 
basierend auf einem Host System, dem ein essentielles metaboli- 
sches Enzym fehlt, kann die Kopienzahl eines Plasmids mit dem 
korrespondierenden Gen und einem stark en Antagonisten dieses 
Enzyms durch kontinuierlich ansteigenden Selektionsdruck erheht 
werden. Durch die Verwendung einer attenuierten IRES Sequenz in 
der Express ions kasette dieses selektierbaren Markers kfinnen sehr 
geringe Mengen an dem Antagonisten MTX fur die Selektionsstrate- 
gie verwendet werden. Moderate Expression wurde mit Mengen von 
10p.g /24 h.ml erreicht, welche bis mindestens 5 Wochen in den 
Produktionskulturen belassen warden kSnnen. Gereinigte Expres- 
sionsprodukte unterscheiden sich nicht fom murinen HE2 -Standard 
in GrOEe und spezifischen immunologischen Assays. Trotzdem 
konnen Unterschiede in den post translatorischen Modif ikationen 
auftreten. Daher zeigen rekombinante Antikorper ein Wirts- oder 
medienspezif isches isoelektrisches Fokusi erungsmus t er . Die bio- 
logische Aquivalenz des Expressionsproduktes wurde daher in 
weiteren Immunisierungsstudien analysiert. 

Beispiel 10; Xmmunisierungsstudien 

A. 17 -1A Ref erenzgxuppe 
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Der murine XgG2a Antikorper 17 -1A (17-lA) produziert durch 
Hybridom Techno logie wurde von Glaxo als eine 10 mg/ml PBS 
Losung unter der Bezeichnung Panorex® erworben* Dieser Anti- 
korper wurde als muriner Standard HE2 Hybridom AntikOrper 
verwendet . 

B . rHE-2 

Rekombinanter HE-2 wurde wie oben beschrieben hergestellt, 

C. Deglykosylierter 17-lA 

20 mg 17-lA wurden unter niclit denaturierenden Bedingungen 
deglykosyliert unter Verwendung von PNGase-F {New England 
Biolabs, #P0704S) . Die Vollstandigkeit der Deglykosylierung 
wurde durch West em- Blot Analyse kontrolliert und durch Xnku- 
bation mit ConA- Peroxidase (Sabio#180705Ll205-2 ) . Puf f ertausch 
und Reinigung erfolgten mittels SEC Superdex 200 Chromatographic 
mit 1 mM NaH 2 P0 4 , 0,86% NaCl, pH 6.0. 

D . UPC10 

UPC10, ein IgG2a Antikorper von vollkommen unterschiedlicher 
Spezifitat wurde von Sigma (#M9144-1) gekauft. 



Formulierung der Vakzine: 

Die Vakzine -Losungen wurden in 1% Al(0H) 3 Suspensionen en thai tend 
500 ug AntikSrper/Dosis f ormuliert . Die AntikOrperlosungen 
wurden auf Endotoxingehalt durch die LAIi Endpunkt-Methode 
getestet. 10 and 100 pi Oberstand der LOsung wurden entsprechend 
den Vorschriften des Hers tellers getestet und verglichen mit 
einem Endotoxin Standard von 0,15 to 1.2 EU/ml. AntikSrperlosun- 
gen wurden gegen den Formulierungspuf f er 1 mM NaH 2 P0 4/ 0.89% 
NaCl, pH 6,0 dialysiert mittels einer Slide- A-Lyzer Dialyse- 
kassette 3500 MWCO, 3-15 ml (PIERCE, #0066110) . Die Konzentra- 
tion und Integritat des Proteins wurde durch SEC-HPLC (Zorbax- 
GF250, Agilent) getestet. 
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Immun i s i eruncrs s t r a t ecri e 

Vier Rhesus a f f en (macacca mulatta) pro Gruppe mit KOrpergewich- 
ten zwischen 4 and 6 kg und ohne Vorbehandlung wurden mit 500 p.1 
/ animal s,c, am Tag 1, 15, 29 und 57 geimpft* Serumproben 
wurden am Tag 11, 5 und 1 (Praserum) , Tag 14, Tag 29, Tag 57 und 
Tag 71 gesammelt. 

Blutproben fur die SerumprSparation wurden in Rohrchen mit 
Gerinnungsaktivator gesammelt und zentrifugiert 1500g fur 30 
Minuten ( entsprechend den Anleitungen zur Verwendung) . Die 
Serumproben wurden in ROhrchen uberftihrt und bei -80 °C aufbe- 
wahrt . 

17-1A-ELISA 

Praseren and Immunseren wurden durch ein EL1SA Test system mit 
einem Immuni s i erungs agens fur die Testung der induzierten Immun- 
antwort analysiert. 17-lA wurde als coating Antikorper in einer 
Konzentration von 10 p,g/ml auf Maxisorp® (NUNC) Sorptionsplatten 
verdunnt mit „ coating buffer 11 (PAA, Lot: TO 5 12 1-43 6) verwendet. 
Die verbleibenden aktiven Gruppen wurden durch Inkubieren mit 3% 
FCS {Gibco BRXj, hitzeinaktiviert, #06Q6116K) in PBS blockiert, 
bevor die Seren in 6 x 1:10 Verdunnungen in PBS versetzt mit 2% 
FCS aufgetragen wurden. Die induzierten Antikorper wurden durch 
ihre konstanten Regionen mit einem Kaninchen-anti-huxnanen-IgG, 
A, M-HRP Konjugat (Zymed) detektiert. Die F&rbung erfolgte nach 
ublichen Verfahren. Die Extinktion bei 492 nm wurde mit 620 nm 
als Referenz gemessen. Die Quant if izierung wurde durch Vergleich 
mit Standard Immunseren, die eine standardisierte AntikQrper- 
menge vergleichbar mit einem Ant ikorpert iter von 9000 enthalten, 
durchgef iihrt , 

Af f ini tat s treinicyunq 

Ein &KTA System (Amersham Pharmacia Biotech) wurde verwendet . 1 
ml Serum wurde 1:10 mit Laufpuffer PBS versetzt mit 200 rriM NaCl 
verdunnt und auf eine 1.0 ml 17-lA Oder rEpCAM Sepharose Affini- 
tatsgel XK10/2 saule (Amersham Pharmacia Biotech) aufgetragen um 
die induzierte gesamte Immunreaktion Oder das Target Antigen 
spezifisch zu reinigen. 
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Die kontaminierenden Proteine warden durch einen Waschsctiritt 
mit PBS + 200 rnM NaCl entfernt. Die gebundenen AntikSrper wurden 
mit 100 irtM Glycin, pH 2.9 eluiert und sofort mit 0,5 M NaHC0 3 
neutral is iert , Das Effluat wurde online bei X 215 und X 280 nm 
gemessen. Die eluiert en Fraktionen wurden anschliefiend einer 
HPLC Analyse fiir die Bestimmung des IgG / IgM VerhSltnisses , der 
Reiniieifc und der Konzentration unter zogen . 

Resultate 

Unter Beriicksiclitigung aller Impfungen wurden keine Nebenwir- 
kungen beobachtet. In dieser Immunisierungsstudie ftlhrte die 
Vakzinierung mit verschiedenen IgG2a Formulierungen in all en 
Fallen zu einer starken Immunisierungsreaktion vom IgG-Typ, die 
Antigen spezifisch. war. Mit Ausnabme der deglykosylierten 17. 1A 
Formulierung, die zu geringerer Immunantwort fiihrte, war die 
Immunogenitat aller anderen Formulierungen fast die gleiche* 
Immuntiter stiegen von Wert en unterlialb der Nachweisgrenze bis 
auf 300 pig/ml Serum an, was einer induzierten IgG Rate von fast 
1% entspriclit. Die Immunogenit&t aller verwendeten glykosylier- 
ten lgG2a AntikGrper war fast im gleichen Bereich, unabh&ngig 
von ihrer Spezifitat* 

Ebenso unabhangig von der Immunisierungsgruppe bildeten alle 
IgG2a vakzinierten Tiere einen Immunr espons e vom IgG Typ, der 
EpCAM erkennt mit 3 0-40% des immunisierungsspezif ischen Antigen- 
titers . Die Impf ung mit IgG2a AntikOrpern f tilirte daher zu einer 
Kreuzreaktivit&t des Immunserums mit EpCAM* Die Deglykosylierung 
des immunisierenden Antigens senkte beide induzierte IgG Levels 
signifikant, sowohl die gerichtet gegen das immunisierende 
Antigen als auch die gegen EpCAM. 

Die Deglykosylierung veranderte die immunogenen Ei gens chaf ten 
des AntikQrpers deutlich. Sowotil die Immunglobul in titer gegen 
das immunisierende Antigen als auch gegen das Zielantigen war en 
reduziert , 
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Der Vergleich zwischen dem ursprttnglichen, vom Hybridom abstam- 
menden, Iimnuni 3 ierungs antigen 17 -1A und dem rekonibinant expri- 
mierten rHE2 aus CHO Zellen zeigt keinerlei imrciunologische 
Unterschiede. Beide Formulierungen zeigten identische Kinetiken 
bei der Bildung der spezifischen Immunantwort gegen das immuni- 
sierende Antigen und das Zielantigen. Die IgG und IgM Titer, die 
gebildet wurden, war en Shnlich. 

Belspiel 11: Expression eines hybriden immunogenen Antikorpers 

Der rekombinante IgG2a Le-Y Antikdrper ist ein IgG2a Hybrid- 
Ant ikOrper fur die Primatenvakzinierung, Er kombiniert die anti- 
idiotypische Lewis-Y (Le-Y) imitierende{ * mimicking") hyper- 
variable Region und die hochimmunogenen Mans IgG2a konstanten 
Regionen. 



Die rekombinante IgG2a Le-Y AntikOrper Immuntherapie verstarkt 
die Immunogenitat des ursprunglichen Antikorpers XGN301 der von 
einer Hybridomzelle produziert wird, Er induziert eine Starke 
Immunantwort gegen Le-Y und / oder EpCAM uberexprimiert Oder 
prfisentiert von epithelial en Tumor zellen. Diese Immunantwort 
fiihrt zur Lyse der Tumor zellen durch die Komplementaktivierung 
oder zur Verhinderung der zellvermittelten Metastasenbildungen. 

Molekularbiologische Konstrukte des rekombinanten IgG2a Le-Y 
Antikorpers wurden in den polycistronischen Vektor eingebaut. 



Der rekombinante IgG2a Le-Y Antikorper wurde transient in HEK293 
Zellen exprimiert, danach erfolgte die Calcium- Phosphat Ko-Pra- 
zipitation in einem Micro Spin System in Gegenwart von FCS. 
Nach der Reinigung mittels einer anti-Le-Y Af f initatss&ule und 
Qualifizierung des Express ionsprodukts wurde der rekombinante 
IgG2a Le-Y Antikorper auf Al(0H) 3 f ormuliert and als Vakzine in 
Rhesus af fen Immunsierungsstudien mit vier 500 lag Do sen ver- 
wendet , 
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Bine hohe immunogenitat im Vergleich zur ursprunglichen IGN301 
Vakzine kormte beobachtet warden. Die induzierte Iinmuriaiitwort 
vom IgG Typ wurde durch. ELISA analysiert und zeigt eine Immuni- 
sierungs antigen, Le-Y nnd EpCAM Spezifitat . 
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Patentansprtiche : 

1. Immunogener Antikorper, der mindestens zwei vers chiedene Epi- 
tope eines Tumor-assoziierten Antigens aufweist. 

2. AntikGrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass er 
mindestens ein Epitop eines Antigens ausgesucht aus der Gruppe 
der Peptide oder Proteine, insbesondere EpCAM, NCAM, CEA und T- 
Zell Peptide, der Kohlenhydrate, insbesondere Lewis Y, SialylTn, 
Globo H, und der Glycol ipide, insbesondere GD2, GD3 und GM2, 
aufweist , 

3 . Immunogener AntikGrper nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch geken- 
nzeichnet, dass mindestens ein Epitop aus der Gruppe der Peptide 
oder Proteine und ein Epitop aus der Gruppe der Kohlehydrate 
stammt • 

4 . AntikGrper nach einem der Ansprttche 1 bis 3 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass er mindestens zwei Epitope von EpCAM aufweist . 

5. AntikGrper nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch geken- 
nzeichnet, dass er mit einem Pep t id, Glycopeptid, Kohlenhydrat , 
Lipid oder einer Nukleinsaure konjugiert ist. 

6. AntikGrper nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dass das 
Peptid, Glycopeptid, Kohlenhydrat, Lipid oder die Nukleinsaure 
ein Epitop eines Tumor- assoziier ten Antigens reprasentiert . 

7 . Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 6 , dadurch geken- 
nzeichnet, dass er mindestens ein Epitop von EpCAM und mindes- 
tens ein Epitop von Lewis Y aufweist. 

8. AntikGrper nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch geken- 
nzeichnet, dass er mindestens ein Epitop von EpCAM und mindes- 
tens ein Epitop von SialylTn aufweist. 

9 . AntikGrper nach einem der Anspruche 1 bis 8 , dadurch geken- 
nzeichnet, dass er ein humaner, humanisierter, chimarer oder 
muriner AntikGrper ist. 
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10. Antikorper nach einem der Ansprliche 1 bis 9, dadurch geken- 
nzeichnet, dass er ein rekombinanter AntikCrper ist. 

11. AntikOrper nach einem der Anspriiche 1 bis 10/ dadurch geken- 
nzeichnet, dass er ein AntikOrper-Derivat ausgesucht aus der 
Gruppe von Ant ikQrper- Fragment en, -Konjugaten, Oder ^Homologen 
ist. 

12 . AntikOrper nach einem der Ansprtlche 1 bis 11 , dadurch geken- 
nzeichnet, dass er eine Spezifitat fur ein Tumor-assoziiertes 
Antigen aufweist. 

13. AntikGrper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass er 
eine Spezifitat fur ein Antigen ausgesucht aus der Gruppe von 
EpCAM, NCAJtf, CEA und Lewis Y aufweist. 

14* Antikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass er 
eine Spezifitat filr EpCAM und mindestens ein Epitop von EpCAM, 
insbesondere mindestens zwei Epitope von EpCAM aufweist, 

15. Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch geken- 
nzeichnet, dass er eine Spezifitat fur einen Antikorper auf- 
weist. 

16. AntikOrper nach Anspruch 14, dadurch gekermzeichnet , dass er 
ein anti-idiotypischer AntikSrper ist, 

17. AntikSrper nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , dass er 
den Idiotyp eines AntikSrpers gegen ein Tumor-assoziiertes Anti- 
gen erkennt. 

18. Antikorper nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Antigen ausgesucht ist aus der Gruppe der Peptide oder Pro- 
teine, insbesondere EpCAM, NCAM, CEA und T-Zell Peptide, der 
Kohlenhydrate, insbesondere Lewis Y, SialylTn, Globo H, und der 
Glycolipide, insbesondere GD2, GD3 und GM2 . 

19 . Pharmazeutische Preparation enthaltend einen immunogenen An- 
tikorper nach einem der Ansprtlche 1 bis 18. 
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20, Diagriostisches Mittel enthaltend einen iirtmunogenen AntikSrp- 
er nacli einem der Anspriiche 1 bis 18. 

21, Impf stof f-Formulierung enthaltend einen immunogenen Anti- 
korper nacli einem der Anspriiche 1 bis 18. 

22, Impf stof f-Formulierung nach Anspruch 21, dadurch geken- 
nzeichnet, dass der AntikSrper in einer iirimunogenen Menge von 
0,01 iig bis 10 mg enthalten ist, 

23, Impf stof f-Formulierung nach einem der Anspriiclie 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet , dass mindestens ein Vakzine-Adjuvans en- 
thalten ist , 

24, Verfahren zur Herstellung eines immunogenen AntikSrpers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 18 durch 

a) Bereitstellen eines AntikSrpers mit dem Idiotyp eines Tumor- 
assoziierten Antigens und 

b) Kopplung von mindestens einem Epitop eines Tumor-assoziier- 
ten Antigens oder dessen Mimik an den AntikSrper. 

25, Verfahren zur Herstellung eines immunogenen AntikSrpers nach 
einem der Ansprtiche 1 bis 18 durch 

a) Bereitstellen eines AntikSrpers und 

b) Kopplung von mindestens zwei Epitopen eines Tumor-assoziier- 
ten Antigens oder dessen Mimik an den AntikSrper. 

26, Verfahren zur Herstellung eines immunogenen AntikSrpers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 18, durch 

a) Bereitstellen einer Nukleins&ure kodierend fur einen Anti- 
kSrper mit dem Idiotyp eines Tumor- assoziier ten Antigens und 

b) Rekombinieren der NukleinsSLure mit einer Nukleinsfiure, die 
ftir ein Epitop eines Tumor-ass oziierten Antigens oder dessen 
Mimik kodiert . 

27, Verfahren zur Herstellung eines immunogenen AntikSrpers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 18, durch 

a) Bereitstellen einer Nukleinsfiure kodierend ftir einen Anti- 
kSrper und 

b) Rekombinieren der NukleinsSure mit einer oder mehreren 
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Nukleinsauren, die fur mindestens zwei Epitope eines Tumor- as- 
soziierten Antigens bzw. dessen Mimik kodiert. 

28* Verfahren nach einem der Ansprtiche 24 bis 27, dadurch geken- 
nzeichnet, dass der Antik5rper ein abl und/oder ab2 ist, 

29. Verfahren zur Herstellung eines immunogenen Antikorpers nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass ein Epitop eines Tumor- 
assoziierten Antigens Oder, dessen Mimik an den AntikSrper als 
Trager konjugiert wird. 

30* Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , dass das 
Antigen ausgesucht ist aus der Gruppe der Peptide oder Proteine, 
insbesondere EpCAM, NCAM, CEA und T-Zell Peptide, der Kohlenhyd- 
rate, insbesondere Lewis Y, SialylTn, Globo H, und der Glycol- 
ipide, insbesondere GD2, GD3 und GM2 , 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine Nukleinsaure kodierend fur ein Epitop eines Peptid- 
oder Pro tein-Anti gens an den Antikorper konjugiert wird, 

32* Verfahren nach einem der Ansprtiche 29 bis 30, dadurch geken- 
nzeichnet, dass der Antikorper mindestens ein wei teres Epitop 
eines Tumor-assoziierten Antigens aufweist. 

33, Immunogener Antikorper, erhaitlich nach einem der Ansp ruche 
29 bis 32. 
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